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Ii est généralement établi que le fort pouvoir bactériostatique 
de la streptomycine s’associe a une toxicité relativement faible 
pour les tissus animaux. 

Ainsi, en 1945, Heilman, étudiant l’action de différents lots de 
streptomycine sur le tissu splénique de lapins en culture, a cons- 
taté que pour entraver la migration des macrophages et la crois- 
sance des fibroblastes il faut dépasser la concentration de 1/2.000 
et pour certains échantillons du produit sans doute moins purifiés, 
une concentration de 1/4.000. 

L’action de la streptomycine sur les tissus en culture a égale- 
ment été étudiée par Bucher (1948). Cet auteur constate, aprés 
huit heures de culture en milieu plasmatique additionné de strep- 
tomycine, que cette substance provoque, a4 la concentration de 
1/200 a 1/100, un ralentissement des mitoses et l’apparition de 
mitoses pathologiques. Des résultats analogues ont été obtenus 
par Keilova (1948). 

Les progrés de la purification de la streptomycine pharma- 
ceulique ont incontestablement diminué la fréquence et la gra- 
vité des accidents observés parfois au cours du_ traitement. 
Néanmoins, comme le soulignent Farrington, Hull-Smith, Bunn 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 février 1949. 
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et McDermott (1947), étudiant un produit hautement purifié, cer- 
taines réactions anaphylactiques et certaines lésions nerveuses sont 
dues a la streptomycine elle-méme et non pas a ses impuretés. 

Les effets neurotoxiques de cet antibiotique, en particulier son 
action sur la VIII*® paire cranienne, et peut-ctre sur une région 
supérieure du systeme nerveux, sont confirmés par de trés 
nombreux auteurs. Voir notamment Hinshaw et Feldman (1945), 
Chase (1947), McDermott et Muschenheim (1947), Molitor (1947), 
Brown et Hinshaw (1946), Scherer (1948), Fouquet (1948), 
Mollaret (1948). Il en résulte que la toxicité de la streptomycine 
bien que réduite semble étre spécifique pour certaines régions du 
systéme nerveux. 

Il nous a paru intéressant d’étudier l’action directe de la 
streplomycine sur le tissu nerveux embryonnaire en culture. 

Nous employons un systeme de culture sur un support arli- 
ficiel, sans caillot plasmatique, syst¢me ot le milieu liquide 
contenant le produit étudié baigne directement le tissu et diffuse 
facilement 4 l’intérieur des cellules. Ainsi nous créons des condi- 
lions qui se rapprochent de la réalité physiologique. 

La fonction du tissu nerveux que nous observons en culture est 
Ja migration cellulaire, celle des neuroblastes et des cellules 
sliales. Une telle migration donne une idée assez précise de Ja 
vitalité du tissu cultivé. D’autre part aspect caractéristique des 
neuroblastes émigrés dans la périphérie de la culture permet de 
les différencier facilement des cellules gliales. La régularité de 
Ja migration cellulaire permet d’établir une statistique qui est 4 
la base de nos évaluations. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. 


Le tissu qui nous sert comme test principal est celui de mé-en- 
céphale d’embryon de poulet au treiziéme jour de |’incubation. 

Le milieu liquide baignant le tissu en culture est composé d’un 
mélange de sérum de poule, d’extrait embryonnaire et de liquide 
de Tyrode. La technique de culture du tissu nerveux a été décrite 
dans ces Annales (Barski et Maurin, 1948). 

Nous avons employé dans nos expériences, pour les com- 
parer, deux échantillons de streptomycine du commerce : 1° une 
streptomycine (chlorhydrate) Merck (1946), que nous nommons 
« Stm 46 », et 2° une streptomycine (sel chloruré-calcique) 
Merck (1948), nommée « Stm 48 ». 

La streptomycine est dissoute dans le liquide de Ringer et cette 
solution est ajoutée au milieu liquide de culture, A raison de 
10 p. 100. ‘Le pH du milieu est maintenu entre 7,2 et 7,4. Chaque 
‘lacon de streptomycine contenant 1 million d’unités, nous prépa- 
rons nos solutions de fagon A avoir dans le milieu des concen- 
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trations de 100, 1.000 et 10.000 unités par centimétre cube. Pour 
la « Sim 46», la solution de 10.000 unités par centimetre cube 
correspond & une concentration de 1/65; 1.000 unités par’ centi- 
métre cube équivalent A une concentration de 1/650, etc. 

Pour la « Stm 48 » 10.000 unités par centimétre cube corres- 
pondent a une concentration de 1/74, 1.000 unités A une concen- 
tration de 1/740, etc. 

Pour les fortes concentrations, le produit forme avec le milieu 
un trouble et, aprés une incubation de vingt-quatre heures a 37° C, 
un dépdot. Ce dépét est plus important avec la « Stm 48 ». Mais le 
titrage du milieu aprés centrifugation (1) a démontré que le séjour 
a l’étuve pendant vingt-quatre heures n’entraine, malgré la forma- 
tion du précipité, aucune diminution notable du titre bactériosta- 
tique du milieu. D’ailleurs nous constatons également le maintien 
du titre bactériostatique dans le cas ot le milieu reste dans les 
mémes conditions en contact avec le tissu. 


RESULTATS. 


Nous rapportons ici les résultats de 138 cultures : 77 effectuées 
avec la streptomycine 1946 et 61 avec la streptomycine 1948 
(témoins compris). 

Nous comptons les cellules émigrées quarante-huit heures aprés 
la mise en culture. 

Nous donnons en tableaux un apercu de la migration cellulaire 
dans les quatre séries de cultures du tissu nerveux en milieu 
contenant la « Stm 46 » (tableau I) ou la « Stm 48 » (tableau IT). 

Dans chaque série, toutes les cultures sont effectuées avec le 
méme cerveau, dans un milieu de méme origine. L’activité migra- 
trice des explants peut en effet varier dans certaines limites, d’un 
embryon a l’autre. 

On voit que la migration des neuroblastes a lieu normalement, 
méme en présence de 100 unités de streptomycine 46 par centi- 
métre cube. 

La concentration de 1.000 unités par centimétre cube exerce une 
action inhibitrice aussi bien sur la migration des neuroblastes que 
des cellules gliales. 

La concentration de 10.000 unités par centimétre cube est fran- 
chement toxique. 

Comme on le voit, la migration dans les cultures témoins sans 
streptomycine dans les séries IV et V est trés comparable a celle 
des séries I et II, ce qui nous donne une base de comparaison. 

L’effet excitant sur la migration cellulaire de la « Stm 48 » se 


(1)..Les titrages ont été effectués dans le service de chimie thérapeu- 
tique de |’Institut: Pasteur grace a l’amabilité de M™° Grumbach. 
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TABLEAU N° 
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100 unités de 1000 unités de 


"Stroptomycine 46" 


atreptomycine streptomycine streptomycine 
per em3 ar oms par cm 
(Moyenne de 8 (Moyenne de 9 (Moyenne de 16 
cultures) cultures) cultures) 
68 
51 
0 0 
100 unités de 1000 unités de 10000 unitdéds de 


streptomycine atreptomycine atreptomycine 


per cmd per cm per cmd 
(Moyenne de .(Moyenne de 10 Moyenne de 10 
cultures) cultures) cultures) 


montre beaucoup plus fort que celui de la « Stm 46 » ; il s’exeree 
surtout sur les neuroblastes et se maintient aux concentrations 
plus élevées, de l’ordre de 1.000 unilés par centimétre cube. 

La concentration de 10.000 unités par centimétre cube est ici 
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Nous avons également recherché l’effet de trois concentrations 
de streptomycine 48 (100, 1.000 et 10.000 unités par centimétre 
cube) sur différents tissus embryonnaires de poulet comparati- 
vement : le tissu cardiaque, donnant essentiellement une crois- 
sance fibroblastique, le tissu pulmonaire, fournissant des éléments 
pithéliaux et le tissu nerveux. Les résultats de cette expérience 
montrent que la croissance de tissu mésenchymateux et d’endo- 
thélium pulmonaire n’est pas affectée par la présence dans le 
milieu de culture de streptomycine a Ja concentration de 1.000 
unités par centimétre cube. Mais cet essai d’orientation met une 
fois de plus en évidence que Ja « Stm 48 » (par opposition a la 
« Stm 46») excite fortement 4 cette concentration la eer 
d’éléments névrogliques et surtout de neuroblastes. 

La concentration de 10.000 unités par centimetre cube se reetes 
fortement toxique pour le tissu nerveux. Son action nocive sur les 
libroblastes et sur lépithélium est beaucoup moins violente. Dans 
une autre expérience, en cultivant des fragments de cceurs 
embryonnaires de souris et de poulet dans un milieu contenant 
100 unités de « Stm 48 » par cenlimétre cube, nous avons cons- 
taté que la présence d’antibiotique n’entrave point la prolifération 
du tissu, méme en culture prolongée ; certains fragments gardent 
leur faculté de contraction vingt-six heures aprés l’explantation. 


DiscUSSION ET CONCLUSIONS. 


1° La culture de différents tissus, coeur, poumon et cerveau 
d’embryon de poulet, en milieux contenant 100, 1.000 et 10.000 
unités par centimétre cube, nous donne une idée générale sur la 
toxicité de la streptomycine du commerce de production 1948. 
L’effet toxique est manifeste pour tous les tissus cultivés a la 
concentration de 10.000 unités par centimétre cube. I] est plus net 
encore pour le tissu nerveux mais moins marqué pour les fibro- 
blastes du cceur. 

Pour des concentrations de l’ordre de 1.000 unités par centi- 
métre cube, au bout de quarante-huit heures nous n’observons 
dans aucune de nos cultures de diminution de la migration ou de 
la croissance. Ainsi le produit se montre beaucoup moins loxique 
pour les tissus que la streptomycine étudiée en culture tissulaire 
par Heilman en 1945 

Ce fait concorde avec les affirmations de Molitor (1947) et 
(autres auteurs et montre que l’élimination des impuretés dans 
les préparations de streplomycine les plus récentes a diminué sa 
toxicilé, 

2° L’observation du tissu nerveux embryonnaire en culture 


dans un milieu additionné de streptomycine nous permet de 
constater deux faits : 
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a) Ce tissu est plus sensible que les tissus mésenchymateux ¢i 
épithéliaux a l’action de ce produit. ‘La concentration de. 10.000 
unilés. par centimétre cube supprime enticrement la migration 
des neuroblastes ; dans le cas de la « Stm 48 » on ne voit que 
quelques fibres nerveuses en croissance et quelques vale 
ghales émigrées dégénérées. . 

b) Aux concentrations plus faibles de 100 a 1.000. tees par 
centimétre cube, l’action de la streptomycine sur ce tissu se mani- 
feste par une notable excitation de la migration des neuroblastes. 

Le nombre de neuroblastes émigrés: en présence de streptomy- 
cine par rapport a celui des cultures témoins est de 3 a 2 environ 
pour la « Stm 46 » et de 4 4 1 environ pour la « Stm 48 ». L’effet 
excitant dela streptomycine sur la migration des cellules sliales 
est beaucoup moins important ; il est a peine perceptible pour la 
streptomycine 46 et plus net pour la streptomycine 48. 

3° Aux concentrations qui augmentent le taux de migration des 
neuroblastes, la dégénérescence des cellules émigrées n'est ‘pas 
plus ‘rapide que dans le témoin. 

4° D’aprés nos observations la croissance des fibres nerveuses 
4 partir du fragment explanté est beaucoup moins sensible a 
l'action de fortes concentrations de streptomycine que la migra- 
tion cellulaire. Elle persiste méme a la concentration de 10.000 
unités par centimétre cube de « Stm 48 ». 

5° Les: deux échantillons de streptomycine que nous avons 
employés se sont révélés différents dans leur action. La différence 
peut éire interprétée si l'on admet qu’a l’origine de cette action 
il y a deux principes actifs : ]’un qui freine toute migration cellu- 
laire, présent a un taux plus élevé dans la « Stm 46 » et |’autre, 
qui est trés probablement la streptomycine elle-méme, qui exerce 
4 la concentration de 100 a 1.000 unités par centimetre cube une 
action spécifigue excitante sur la migration cellulaire, celle des 
neuroblastes en particulier. 

Le premier composant, plus abondant dans la « Stm 46 », mas- 
querait en partie cette action spécifique. Elle se manifeste plei- 
nement dans les cultures de la série IV et V effectuées dans un 
milieu contenant la streptomycine 48, plus pure. 

On peut remarquer que Jes concentrations de streptomycine qui 
exercent une nette action excitante sur les neuroblastes en culture 
(100 unités par centimétre cube) ne sont pas loin des concentra- 
tions atteintes en clinique, sinon dans le sang, du moins dans le 
liquide céphalo-rachidien [Comparetti, Pasquinucci et Zoli (1948), 
Rist (1949)]. 

6° Le seul effet analogue que nous ayons pu relever dans la 
littérature est l’action de la streplomycine sur la mobilité des 
spermatozoides, décrite par Hennaux, Dimitropoulos et Cordiez 
(1947). 
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Ces auteurs ont notamment constaté que la streptomycine & Ia 
concentration de 3 mg. par centimétre cube (done a peu prés de 
2.000 unités par centimétre cube) augmente la mobilité des sper- 
matozoldes. 

L’effet excitant de cet antibiotique sur les neuroblastes ne serait 
donc pas rigoureusement spécifique. Il n’en reste pas moins vrai 
que la sensibilité du tissu nerveux embryonnaire vis-a-vis de ce 
produit dépasse de beaucoup celle des tissus mésenchymateux et 
épithélial. 
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(Institut Pasteur. Service des Fermentations.) , 


Introduction. 


Le mécanisme de la formation d’acétoine par les organismes a 
fait objet de travaux nombreux et partiellement contradictoires. 
D’aprés Neuberg, cette formation se ferait, dans le cas de la 
levure, par condensation de deux molécules d’éthanal sous )’in- 
fluence d’un enzyme spécial : la carboligase. L’existence de cet 
enzyme a été confirmée par Tomiyasu et par d’autres auteurs, 
mais a été également contestée, notamment par Dirscherl. L’une 
des deux molécules d’éthanal, nécessitée par la réaction pré- 
cédente, semble devoir, au moins dans certains cas, provenir de 
la décarboxylation de l’acide pyruvique. Nous renvoyons a un 
exposé général relatif a cette question [4]. 

Aux travaux signalés dans cet exposé, il convient d’ajouter 
ceux de Johnson et coll. [2], qui ont mis en évidence une trans- 
formation partielle de l’acide pyruvique en acétoine par Closiri- 
dium acetobutylicum ; de Tanko et coll. [3], qui ont étudié l’activité 
optique de l’acétoine formée aux dépens de |’acide pyruvique par 
certains tissus animaux ; de Stahly et Werkmann [4], qui, par 
addition d’éthanal a des cultures d’Aerobacillus polymyzxa, ont 
obtenu un accroissement de la formation d’acéloine et de buta- 
nediol ; de Silverman et Werkman [5], qui ont montré que des 
extraits enzymatiques provenant d’un microbe, Aerobacter aero- 
genes, étaient capables de transformer l’acide pyruvique en acé- 
toine ; de Green et coll. [6] enfin, qui, avec des extraits enzy- 
matiques obtenus a partir de tissus animaux variés, ont observe 
une transformation en acétoine de l’acide pyruvique et |’éthanal, 
ajoutés séparément ou simultanément au milieu. 

Suivant les organismes, l’acétoine aurait donc pour précurseurs. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 février 1949. 
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soit l’acide pyruvique, soit I’éthanal, soit ces deux composes 
simullanément, conformément aux réactions globales : 


2CH, — CO — COOH —> CH, — CHOH — CO — CH; + 2C0, (1) 
2CH, — CHU —> CH, — CHOH —CO— CH; (synthése _—(2) 

¥ carboligasique) 
GH; — CO — COOH + CH,CHO —> GH, — CHOH — CO — CH + CO, (3) 


Toutefois, dans le cas de Aeromonas hydrophila, microbe four- 
nissant aux dépens des glucides d’importanles quantités d’acc- 
toine et de butanediol, le métabolisme de l’acide pyruvique conduit 
principalement & CH, —CHOH — COOH, CH, — COOH, CO, 
et H,, et a de faibles quanlilés seulement d’acétoine et de buta- 
nediol [7] ; la réaction essentielle ne serait plus ni 1 ni 3, mais 4 : 


4CH, — CO — COOH —> CH, — CHOH — COOH + 3CH; — COOH (4) 
+300, + 2H, 


De méme B, subtilis, microbe produisant également d’impor- 
tantes quantilés d’acétoine aux dépens des glucides, n’effectuerait 
aucune des réactions 1, 2 ou 38, d’apreés les résultats obtenus ‘par 
Lafon [8] ; cependant, dans des cultures de B. sublilis sur acide 
pyruvique, Barrit observe une formation d’acétoine, mais, recher- 
chant ce composé par une méthode qualitative, il ne donne aucun 
résultat chiffré [9]. Aussi avons-nous abordé l’élude de la question 
afin. de déterminer exactement quelle élail, parmi les quatre réac- 
tions précédentes, celles que B. subtilis pouvait effectuer. 


Techniques expérimentales. 


Nous avons employé un Bacillus sublilis aérobie strict > la 
souche B S 2 G 1-2 du Service des Fermentations de I’ Institut 
Pasteur. 
Ce microbe est cultivé 4 81°, en boites de Roux de 1 litre, 
contenant 100 cm* d’un milieu ayant la composition suivante : 


Peptone bactériologique Vaillant. .......... 7,5 ‘2. 
iy hts Fs OA Oe RE ah A or are 1,8 '2% 
Pie, ites) 2... ay. SRE ee eee Seneca 4g. 

SUAS OES Ce aaa Es gm ey cr Pets, Pl 052 0m, 
SUP ANET, 29) 2 OO RMR TOE gh UE De le cyl | 0,03 g. 
DOPE oe ak ste ane eg me nee en ea 0,03 g. 
Bacctiaroueaaes, 2°) 0.7 RU, a ee 30 ¢g 


La cullure est faite pendant un temps donné pour chaque 
essai ; on sépare ensuite le milieu par centrifugation, on met en 
suspension le culot bactérien dans de l'eau bidistillée, contenant 
ou non CIK ou ClNa et on centrifuge 4 nouveau. On répéte’ ce 
lavage un nombre variable de fois suivant les essais. Finalement 
on met a nouveau en suspension dans |’eau bidistillée, on homo- 
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généise par agitation avec des billes de verre et passage a travers 
une gaze. On détermine l’extrait sec de cette émulsion bacté- 
rienne en évaporant au bain-marie et en desséchant a 100-110°. 
On dilue cette émulsion dans une solution de phosphate M/5, 
- éventuellement additionnée de carbonate de sodium ; on ajoute des 
quantités données de pyruvate et d’éthanal, en solution M/25 ou 
M/12,5. On porte a 31° pendant deux heures trente a trois heures. 
On dose le butanediol et l’acétoine au départ et a la fin de l’expé- 
rience, a l’aide des microméthodes établies par l’un de nous [40]. 


Action de B. subtilis sur l’acide pyruvique. 


TRANSFORMATION DE L’ACIDE PYRUVIQUE EN GAZ CARBONIQUE, *: 
ACETOINE ET BUTANEDIOL. 


Nous décrivons d’abord une expérience faite suivant la technique 
de Warburg (expérience n° 52). rile 

Les bactéries proviennent d’une culture de deux jours ; elles ne 
sont pas lavées, mais simplement séparées par centrifugation du 
milieu de culture et mises en émulsion dans l'eau bidistillée ; le 
poids sec des corps bactériens dans 1 cm*® d’émulsion est de 
30,5 mg. 

Dans chaque fiole Warburg, on place 1 cm* de cette émulsion, 
1 cm* de phosphate de potassium M/5a pH 7,8, et 1 cm® de 
pyruvate de sodium M/12,5 — pouvant par conséquent, d’aprés 
l’équation 1, donner au maximum 3.360 pg. d’acétoine, — ou 1 cm* 
d’eau dans l’essai-lémoin. Certaines fioles sont remplies d’air et 
contiennent de la potasse dans leur cellule centrale ; les autres 
sont remplies d’un mélange gazeux a 90 p. 100 d’azote et 10 p. 100 
de CO,. L’incubation a lieu 4 32° pendant deux heures trente. 

Les essais faits en aérobiose montrent que la consommation 
d’oxygéne demeure sensiblement la méme en l’absence ou en 
présence de pyruvate (fig. 1); ceux faits en anaérobiose, que la 
souche de B. subtilis utilisée décarboxyle énergiquement l’acide 
* pyruvique (fig. 2). 

En outre, les dosages d’acétoine et de butanediol contenus 
dans les fioles de Warburg permettent de suivre avec plus de 
précision le phénoméne. Le tableau I résume nos résultats. 

En aérobiose, dans |’essai-témoin sans pyruvate, on observe 
une diminution de la somme acéloine + butanediol ; ces composés, 
qui proviennent ici du milieu ayant servi 4 l’obtention des bac- 
téries, existent en effet dans les émulsions bactériennes ulilisées, 
a des doses plus ou moins faibles suivant le nombre des lavages. 
Et on peut admettre que la disparition de ces composés, observée 
dans l’essai-témoin, a lieu également dans J’essai fait avec 
pyruvate, puisque la consommation d’oxygéne est du mémb ordre 
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dans les deux cas (fig. 1). Pour avoir la valeur de la somme 
acéloine + butanediol formée aux dépens du pyruvate, il faut 
done déduire de sa valeur en fin d’expérience, non pas sa 
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Fig. 2. 


valeur en début d’expérience, mais sa valeur e 
dans l’essai-témoin : 2,134 — 168 = 1.966 Ug. 
De méme, en anaérobiose, la somme acétoine + butanediol 
lormés aux dépens de lacide pyruvique est de 2.630 — 539 
*.091 wg. Ici d’ailleurs, il n’y 


n fin d’expérience 


a plus, comme préeédemment, 
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TasLeau I. — Formation d'acétoine (AC.) et de butanediol (BD.) 
eux dépens de l'acide pyruvique (expérience n° 52). 


SS SSS, 


AC, et BD. 
contenus dans une fiole preys AC. a BD. 
‘ r oimés ‘ 
CONDITIONS EXPERIMENTALES Se teen £8: Tish, denen 
l’'acide pyruvique 
en pe. 


AC. | BD. |AC.-+ BD. 


is Oe ea 412] 380 | 492 
Aprés 2 h. 30 a 32° dans lair : 
Sans pyruvdte 25: 2 2.2; 468 0 168 


Avec pyruvate. ..... 1.800} 334 2.134 1.966 


Aprés 2 h. 30 @ 32° dans N, + CO, : 


Sans pyruvate...... 298] 241 539 
Avec pyruvate ...... 4.610 |4.020 2 630 2.094 


diminution de celle somme dans l’essai-témoin, mais au contraire 
augmentation, si faible toutefois qu’on peut l’attribuer aux erreurs 
d’expérience. En outre, on observe une formation de butanediol 
relativement importante. 

A ce sujet, nous devons préciser que c’est seulement avec des 
bactéries insuffisamment lavées que du butanediol est formé aux 
dépens de l’acide pyruvique, déja en aérobiose, et a fortiori en 
anaérobiase. Au contraire, avec des bactéries abondamment lavées, 
le butanediol n’apparait pas, méme en anaérobiose. Or, une indi- 
cation sur l’efficacité du lavage est donnée par la valeur de la 
somme acétoine + butanediol au début de l’expérience : lorsque 
cette somme est nulle, ou bien faible, on peut estimer que le lavage 
a été complet; et dans ce cas le butanediol ne se forme pas. Ceci 
est illustré par le tableau II qui donne, en ypg., les quantités 


TanL_eAu I]. — Non-formation de butanediol (BD.) 
avec des bactéries lavées, dans des cond'tions ou l’acétoine (AC.) 
se forme aux dépens de lacide pyruvique. 


ESSAI N° 65 | ESSAI N° 67 | ES-AI NO 74 


CONDITIONS EXPERIMENTALES 
AC. BD. AC. BD. AG. BD. 


Arid Obits. trae ce eee. seh = 70 0 0 0 0 0 


Aprés 2 h. 30 & 31° dans No + GO, : 


SansspyMiuiva ve wes oes ets 90 | 40 0 0 . 
Avec pyruvate. ....-.- 1,260 QO 141.446 0 {41.750 


— i 
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d’acétoine et de butanediol en début d’expérience et aprés deux 
heures trente a 31°, pour des essais faits en anaérobiose avec 
1-cm’ de pyruvate M/25. 


Dans l’action de B. subtilis sur acide pyruvique — et par 
extension’ sur le glucose, probablement — c’est donc bien 


l’acétoine qui se forme avant le butanediol. Celui-ci ne peut pro- 
yenir que d’une réduction ultérieure de l’acétoine, par des dona- 
ieurs d’hydrogéne existant dans le milieu réactionnel, apporteés 
dans Je cas présent par l’émulsion bactérienne insuffisamment 
lavée. 


INFLUENCE DU NOMBRE DES LAVAGES ET DE L’AGE DE LA CULTURE. 
Pour que les résultats soient comparables entre eux, nous les 
avons exprimés en pg. d’acéloine formée par milligramme de 


corps bactériens (poids sec), tableau III. 


Tasieau II]. — Influence du nombre des lavages 
et de lage de la culture ayant fourni les bactéries. 


BACTERIES LAVEES BACTERIES LAVERS 
AGE DE LA CULTURE 3 fois 9 fois 


A‘. formée AC. formée 
(jours) ve p ur 1 mg. pg. pour t me. 
de corps bactériens de corps bactériens 


130 457 
43 56 
36 57 


On voit que des lavages, méme répétés, n’éliminent apparem- 
ment pas le systeme formaleur d’acétoine. Par contre, l’age de 
Ja culture a une influence trés marquée : des bactéries provenant 


d’une culture de un (ou deux jours) sont beaucoup plus actives 
que celles qui proviennent d’une culture de trois jours. 


INFLUENCE pu PH. 


Nos résultals, présentés par le tableau IV, ont été obtenus avec 
des bactéries provenant d’une culture d’un jour, lavées trois fois 
et mises en suspension dans des solutions de phosphate M/5 
additionnées de carbonate de sodium en quantités lelles que le pu 
initial du milieu réactionnel soit compris entre 7,6 et 10. L’incu- 
bation a lieu pendant deux heures trente a 31°, 
| Nous indiquons la somme acétoine + butanediol formés aux 
dépens de l’acide pyruvique, exprimée ici encore en yg. par milli- 
gramme de corps’ bactériens. En donnant Ja somme acétoine 
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+ butanediol, au lieu de l’acétoine seulement, nous tenons 
compte d’une transformation éventuelle de VTacétoine en buta- 
nediol, dont il a été question ci-devant. 


TaBLeav IV, — Influence du pH initial. Pry ee Mee 


pH mitrar | 7,6 8,43 932 ti 740: 


eo—___—_—_—_— | ef 


AC. + BD. (ug. par milligramme de) 59 
MCorpS acteriensyicy =. ene ce cee | 424 434 405 . tS) 


On voit que activité des préparations n’a aucune tendance..é 
diminuer en milieu faiblement alcalin: Voptimum d’activité 
semble avoir lieu pour un pH inilial de 8.5. rani 


RENDEMENT EN ACETOINE. 


Dans le tableau V, nous donnons, pour différents essais, les 
quantités d’acide pyruvique ajoutées, en yg. par milligramme, de 
corps bactériens, et la somme acétoine + butanediol formés, en 
pg. par milligramme de corps bactériens, en p. 100 de la quan- 
tité d’acide pyruvique ajoulée, et en p. 100 de la valeur théorique 
maximum de cette somme, calculée d’aprés |’équation 1. 


TasLeaAu V. — Rendement en acétoine. 


ACIDE AC. + BD. rormks 


TEMPS pyruvique 
NUMERO ajouté 
. ; d'incubation (yg par pe. par Ponrcentage | Pourcentage 
_ de l’essai milligramme | yijligramme de l'acide du: 
(heures) de corps de corps pyruvique maximum | 
baciériens) bactériens ajoulé théorique 


Cnr ee ae 5 
set (ey smpe OL. ‘e: 
ean 
Pal wa Pls 


Ph ra? are ee 


Chie Rms 2c 


Le tableau V montre que, en moins de trois heures, on oblien| 
des rendements élevés en acétoine, qui dépassent en général 
60 p. 100 et atteignent parfois 94-99 p. 100 du rendement maxi- 
mum théorique. Dans l’essai 77 ou le rendement est faible, la 
quantité d’acide pyruvique était spécialement élevée, et les, bac- 
téries provenaient d’une culture de six jours. sighs 
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PouvoIR ROTATOIRE DE L’ACETOINE FORMEE. 


Afin de rechercher si l’acétoine formée était optiquement active, 
nous en avons préparé des quantilés relalivement importantes. 

Nous mettons en émulsion dans du phosphate de potassium 
M/5 a pH 7,3, des bactéries lavées quatre fois, provenant d’une 
culture Agée d’un jour. Dans une fiole de Fourneau, nous plagons 
250 em® de cette émulsion contenant par centimétre cube 21,3 mg. 
de corps bactériens, et 50 cm*® de solution contenant 12,5 g. de 
pyruvate de sodium. L’incubation a lieu a 381°. 

Un dégagement gazeux trés net ne tarde pas a4 se manifester. 
Des prélévements faits au bout de trente minutes, deux heures, 
deux heures trente, montrent que la fiole contient alors respecti- 
vement 0,67, 3,24, 3,93 g. d’acétoine. Dans un essai-témoin sans 
pyruvate, la teneur en acétoine est constamment nulle. Par dis- 
tillation sous pression ordinaire, nous obtenons une solution 
d’acétoine dans laquelle ce composé a pour pouvoir rotatoire 
spécifique (4)" (c = 1,63 p. 100 dans l’eau) = — 18,4. Une racé- 
misation partielle de l’acétoine ayant généralement lieu sous 
l’effet du chauffage, ce pouvoir rotatoire est certainement infé- 
rieur A celui de l’acéloine fraichement formée ; de toute facon, 
nous pouvons dire que l’acide pyruvique est transformé en 
acétoine lévogyre. 


CONCLUSIONS. 


La souche de B. sublilis utilisée décarboxyle rapidement l’acide 
pyruvique en donnant de l’acétoine avec un rendement trés bon. 
Par l’action de donateurs d’hydrogéne existant éventuellement dans 
\’émulsion bactérienne, l’acétoine est partiellement transformée en 
butanediol. Le systéme formateur d’acétoine- est fixé trés_solide- 
ment sur les bactéries : plusieurs lavages a l’eau bidistillée, a la 
température du laboratoire, ne |’éliminent pas. I] est spécialement 
abondant dans les bactéries provenant d’une culture jeune, son 
optimum d’aclivilé parait se siluer aux environs de pH 8,5. 
L’acéloine formée est lévogyre. 


Action de B. subtilis sur 1’éthanal. 


Nous avons fait plusieurs essais, dans les mémes conditions 
générales que précédemment, mais en remplacant l’acide pyruvique 
par |’éthanal. 

Sur 10 essais, 7 conduisent a une formation nulle d’acétotne et 
3 4 une formation faible. Dans le tableau VI, nous consignons ces 


derniers essais, et, a titre d’exemple, 3 des 7 essais précédents 


A plusieurs reprises, nous avons vérifié, comme nous l’indiquons 
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dans le tableau VI, que les émulsions bactériennes qui paraissaient 
sans action sur ]’éthanal transformaient cependant l’acide pyru- 
vique en acétoine. Dans tous les essais mentionnés, l’incubation 
a eu lieu en anaérobiose, a 31° pendant trois heures. 


Tasteau VI. — Action comparée de 8#. sudtilis sur l'acide pyruvique 
et sur l’éthanal. 


NUMERO 


de lessai 


ErHANAL 
ajouté 
(ug. par 
milligramme 


de corps 
bactériens) 


ACIDE 
pyruvique 
ajoulé 
(ug. par 
milligramme 
de corps 
bactériens) 


. ET BD. rormés 


pg. par 
milligramme 
de corps 
bactériens 


Pourcentage du maximum 
théorique 


aux dépens 


aux dépens ‘ 
Pp de l’acide 


de Véthanal 


pyruvique 


On voit que la formation d’acéloine aux dépens de |’éthanal est 
ou bien nulle, ou bien incomparablement plus faible qu’aux 
dépens de l’acide pyruvique. Et méme, dans ces derniers cas, on 
peut se demander si les petites quantités d’acétoine formées pro- 
viennent réellement de |’éthanal, ou au contraire de quelque sub- 
stance glucidique subsistant dans les corps bactériens. 

En conclusion, il ne nous a pas été possible de mettre en 
évidence une formation indubitable de lVacétoine aux dépens de 
lV éthanal. 


Action de B. subtilis 
sur le mélange acide pyruvique + éthanal. 


Enfin nous avons fait agir les émulsions bactériennes sur des 
solutions contenant a la fois pyruvate et éthanal, et nous avons 
comparé les résultats avec ceux obtenus en l’absence d’éthanal. 
Comme précédemment, l’incubation a lieu a4 31° pendant trois 
heures. Le tableau VII résume nos résultats. 
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Tarnteav VIL. — Action comparée de B. subtilis sur acide pyruvique 
et sur le mélange acide pyruvique + éthanal. 


AC. + BD. FroRMES 


NUMERO 


de l’essai 


ETHANAL 
ajouté 
(ug. par 
milligramme 


de corps 


ACIDE 
pyruvique 
ajoulé 
(ug par 
milligramme 
de corps 
bactériens) 


Be. par 
milligramme 


. de corps 


Pourcentage 
du maximum 
théorique 
par rapport 


DIFFERENCE 


au pyruvate 


bactériens) seul 


bactériens 


427 67,8 
431 70 


40,7 66,7 
Al 67,2 
33 BA 
37,8 58 


55,3 
43 67,6 


70,2 


On voit que l’augmentation de Ja formation d’acétoine en 
présence d’éthanal n’est pas significative ; d’ailleurs, dans un 
essai, il n’y a pas cu augmentation, mais diminution. I] semble qué 
B. subtilis soit incapable de transformer l’éthanal en acétoine, 
méme en présence d’acide pyruvique. 


Discussion. 


Les plus courantes des réactions biologiques globales donnant 
naissance a l’acétoine sont : 
2CH; —CO— COOH —> CH, —CHOH — CO— CH, + 2C0, (4) 


2CH, — CHO —> CH, — CHUH — CO — CH, (2) 
CH, — CO — COOH + CH,CHO —> CH, —CHOH—CO—CH,+C0, (3) 


Contrairement aux conclusions de Lafon [8], le systéme for- 
mateur d’acétoine existant chez B. subtilis, s'il. n’effectue pas les 
réactions 2 et 3, effectue parfaitement la réaction 1. Effectuant la 
réaction 1 et non les réactions 2 et 8, ce systéme se rapproche de 
celui qu’on trouve chez Aerobacter aerogenes [5], mais s’en 
éloigne par son aptitude a fonctionner en milieu légérement 
alealin. Effectuant la réaction I et fonctionnant en milieu lége- 
rement alcalin, il se rapproche du systéme qu’on trouve chez les 
organismes supérieurs [6], mais s’en éloigne par inaptitude 
apparente & effectuer les réactions 2 et 3. 

On peut donc affirmer — si l’on réserve le cas de Aeromonas 
hydrophila (Cf. Introduction) — que les systémes formateurs 
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d’acétoine trouvés chez différents organismes présentent entre eux 
des ressemblances marquées bien qu’ils ne soient pas absolument 
identiques. Les résultats de Green et coll. [6] suggérent d’ailleurs 
que ces systemes ont le méme coferment, qui ne serait autre que 
la cocarboxylase, mais different les uns des autres par leur apo- 
ferment. Nous nous proposons de vérifier ultérieurement la validité 
de cette hypothése dans le cas particulier de B. subtilis. 


Résumé. 


1° La souche de B. subtilis utilisée décarboxyle rapidement 
Vacide pyruvique en donnant de l’acétoine avec un rendement 
élevé. Par action de donateurs d’hydrogéne existant éventuelle- 
ment dans l’émulsion bactérienne, |’acétoine se transforme par- 
tiellement en butanediol. 

2° Le systéme formateur d’acéltoine aux dépens de l’acide pyru- 
vique est fixé trés solidement sur les bactéries : plusieurs lavages 
4 eau bidistillée, a la température du laboratoire, ne ]’éliminent 
pas ; il est spécialement abondant dans les bactéries provenant 
dune culture jeune ; son optimum d’activité parait se situer aux 
environs de pH 8,5. L’acétoine formée est lévogyre. 

3° Dans nos conditions expérimentales, la souche utilisée est 
incapable de provoquer une formation d’acétoine par condensation 
de |’éthanal sur Jui-méme ou sur l’acide pyruvique. 
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LESIONS ET REACTIONS DU TISSU LYMPHOIDE 


ill. — TROUBLES CIRCULATOIRES ET LESIONS LYMPHOCYTAIRES 


par Atpert DELAUNAY, Jacguetive LEBRUN, Mancecie DELAUNAY 
et Exe FOUCQUIER (*). 


|. — Des lésions cellulaires et des réaclions conjonctives 
importantes apparaissent réguli¢rement dans le tissu lymphoide 
des animaux trailés par une endotoxine bactérienne (1). Les 
lésions lymphocytaires observées en ce cas ont peut-etre pour 
facteurs des hormones, ct en particulier les hormones cortico- et 
médullo-surrénales (2), mais celles-ci n’ayant aucun pouvoir 
lymphotoxique direct, un mécanisme plus complexe intervient 
cerlainement, Nous avons songé a mettre en cause des troubles 
de Vhydraulique curculatotre. 

Il. — Que des troubles de Vhydraulique circulatoire, en modi- 
fiant la nature des échanges qui se font normalement entre le 
sang et les tissus, puissent entrainer la dégénérescence et méme 
la mort des cellules, lexistence de ce fait se trouve déja démon- 
irée par d’innombrables preuves. I] survient notamment lorsque 
les tissus ne recoivent plus une quantité de sang suffisante 
(anémie locale), autrement dit lorsqu’ils entrent en état d’ischémie. 
Muelle que soit la cause de cette ischémie : obstruction vascu- 
laire par thrombose, embolic ou compression externe, ou encore 
troubles vaso-moteurs importants, on observe constamment dans 
lo territoire intéressé une nécrose des cellules et de la trame 
conjonclive (infarctus rouge ou blane, infarcissement hémorra- 
zique). Comme le montrent chaque jour les observations clini- 
ques, tous les organes (poumons, coeur, reins, rate, ete.) peuvent 
‘tre spontanément le siége d’infarctus. On parvient aussi a repro- 
duire ces derniers expérimentalement. A cet égard, l’infarctus 
pulmonaire a d’abord élé le mieux étudié. Au cours de ces der- 
niéres années, Vinfarctus du myocarde a surtout retenu J’atten- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 janvier 1949, 
(1) Ces Annales, 1949, 76, 87. 
(2) Ces Annales, 1949, 76, 203. 
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lion (8). Quant aux lésions du tissu lymphoide conséculives a des 
troubles circulatoires, elles ont fait également l'objet de quelques 
recherches, spécialement par P. Gauthier-Villars et P. Aboulker. 
: L’importance toute particuli¢re de ces lésions, chez les sujets 
intoxiqués par une endotoxine, nous a incilés a reprendre 
lexamen de cette question. En ce domaine, nous avons fait deux 
séries d’expériences : d’une part, nous avons essayé de préciser 
le mieux possible la nature des désordres histologiques qui pren- 
nent place dans des ganglions ischémiés; d’autre part, nous 
avons observé méthodiquement |’évolution de la dégénérescence 
cellulaire sur des lymphocytes isolés, introduits dans un tissu 
anémique, Nous les rapporterons ici succinctement. 

1° Nous avons recherché, chez des cobayes en bon état et anes- 
thésiés par l’éther, les ganglions du cou (on trotive ceux-ci assez 
facilement le long des deux gouttiéres carotidiennes), puis nous 
avons appliqué, sur le pédicule vasculaire se rendant a lun 
d’eux, une ligature plus ou moins serrée (4). Nous déterminions 
ainsi, dans le ganglion correspondant, un état d’ischémie totale 
ou partielle (ischémie partielle lorsque la ligature était assez 
lache ou lorsqu’une circulation collatérale se développait ulté- 
rieurement). L’opération une fois faite, aseptiquement cela va 
sans dire, le ganglion était remis en place, la peau sus-jacente 
recousue, et les cobayes placés en observation 

Au bout de laps de temps variables (trois, six, neuf, treize, dix- 
sept, vingt et trente et un jours), nous avons sacrifié les animaux 
et prélevé les ganglions opérés. Les piéces examinées de facon 
précoce étaient en général hypertrophiées ; sur coupes du tissu, 
nous avons remarqué d’importantes lésions cedémateuses, des 
capillaires gorgés de sang, des nappes hémorragiques, une infil- 
tration souvent intense de polynucléaires. Les lymphocytes et les 
cellules réliculées se trouvaient dispersés dans Voedéme et un 
grand nombre de cellules avaient un noyau pycnotique. Lors des 
prélévements tardifs, les ganglions étaient normaux ou diminués 
de volume. Sur coupes, nous avons observé toule une gamme de 
réactions cellulaires, allant d’une prolifération & peine marquée 
des éléments réticulés 4 une nécrose quasi totale du tissu. Dans 
ce dernier cas, presque tous les lymphocytes avaient disparu et 
Vorgane se trouvait réduit 4 un petit nodule fibreux. 

Sans doute il est rare que, chez les animaux traités par une 
endotoxine, les lésions ganglionnaires alteignent ce degré d’in- 
tensité. Toutefois, essentiellement, elles sont de méme nature. 


(3) Consulter sur ce sujet : H. Kaurmann, Sur certains cas d’infarctus 
du myocarde sans oblitération des arléres coronaires. L’apoplexie 
myocardique. Thése médecine, Paris, 1941. 

(4) C. R. Acad. Sci., 1948, 226, 1110. 
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Ainsi, le probleme de leur origine vasculaire se trouve déja nette- 
ment posé. 

2° Dans la seconde série d’ expériences, nolre facon d’opérer a 
été toute différente (5). Aprés avoir coupé finement dans du sérum 
homologue des ganglions cervicaux prélevés chez un cobaye, nous 
avons filtré sur gaze celte préparation pour obtenir une suspen - 
sion cellulaire homogéne. Ensuite, nous avons injecté celle-ci, 
sous le volume de 0,5 em®, dans la peau de cobayes neufs. Enfin, 
apres des intervalles de temps variables (de dix minutes a vingt- 
quatre heures) nous avons praliqué une biopsie du tissu traité. 
L’examen des coupes a permis de faire les constatations sui- 
vantes. Tout d’abord, on ne voit dans le tissu conjonctif sous- 
épidermique que les lymphocytes qui ont été introduits arlifi- 
ciellement a cet endroit. Un peu plus tard (une heure aprés l’in- 
jection) survient une diapédése de polynucléaires dont l’impor- 
tance augmente progressivement pour devenir considérable au 
bout de vingt-quatre heures. Les lymphocytes disparaissent peu 
a peu au milieu des cellules venues du sang, mais aussi longtemps 
qu’on peut les retrouver (une quinzaine d’heures) on remarque 
qu’ils conservent leur structure normale. 

Ces premiers résultats élant acquis, nous avons injecté dans la 
peau de nouveaux cobayes des suspensions lymphocytaires pré- 
parées comme les précédentes mais, celte fois, en mélange avec 
une dose d’adrénaline suffisante (c’est-a-dire 50 pg) pour per- 
turber nettemen!, la circulation locale (6). Dans ces conditions, 
comme le montrent les études histologiques, la diapédése des 
polynucléaires fait totalement défaut mais les lymphocytes ne 
demeurent pas longlemps intacts. Au bout de quelques heures, 
ils montrent des signes évidents de dégénérescence ; le noyau, en 
particulier, se fragmente en boules de chromatine irréguli¢res 
(pyenose). Finalement, et c’est 1a le fait qui nous parait capital, 
on observe sur les coupes des lésions lymphocytaires absolument 
comparables a celles que l’on voit dans les ganglions, le thymus 
ou la rate d’animaux qui ont recu, par voie intrapéritonéale, une 
injection d’adrénaline ou @’ endotoxine typhique. 

On sait que l’adrénaline est incapable de détruire par action 
directe les lymphocytes (2). La dégénérescence rapide des cel- 
lules, observée dans notre seconde série d’expériences, ne peul 
done résulter que de perturbations vasculaires. Mais de telles 
lésions, avons-nous dit, ressemblent a celles que l'on trouve dans 
le tissu lymphoide des animaux traités par une endotoxine. Des 
lors, il devient indispensable de rechercher jusqu’A quel point ces 
derniéres sont* aussi sous Ja dépendance de troubles circulatoires. 


(5) C. R. Acad. Sci., 1949, 228, 139. 
(6) C. R. Acad, Sci., 1948, 227, 314. 
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Itt. — Des troubles circulatoires existent-ils chez les sujets 
intoxiqués par une endotoxine ? Nous avons déja répondu a cette 
question dans un Mémoire précédent (7). Ces troubles existent et 
ils sont importants. A mesure que l’intoxicalion progresse, le 
vythme cardiaque s’accélére et on note de profondes modifica- 
lions de l’onde cardiovectographique (8). La tension artérielle, 
mesurée a la carolide, aprés s’étre longtemps maintenue a des 
chiffres normaux, finalement s’effondre (9). Les artérioles cuta- 
nées ou splanchniques (mésentére) ne tardent pas a étre le siége 
de vagues de constriction intense. La perméabilité des capillaires 
cutanés diminue, cependant qu’augmente la résistance des mémes 
vaisseaux. Corrélativement, on observe une inhibition généralisée 
de la diapédése leucocytaire ; c’est méme dans ce cas que le 
phénoméne est le plus saisissant. Ajoutons encore a cette liste, 
car ces symptomes traduisent eux aussi des perturbations du sys- 
léme sanguin, la leucopénie et |’hémoconcentration... 

Les troubles circulatoires sont done nombreux au cours de V’in- 
toxication typhique expérimentale. Faut-il les mettre en cause 
a Vorigine des lésions diverses, et tout particuli¢grement lympho- 
cytaires, qui se produisent dans la régle chez les animaux trailés? 
Peut-on admetire au moins qu’ils jouent un réle essentiel, dans 
leur déterminisme ? Sincérement, nous le croyons. Il existe, en 
effet, sur le plan histologique, trop de points de ressemblance, 
trop d’analogies entre les lésions typhiques et celles qui survien- 
nent dans un tissu imparfaitement irrigué (4). En tout cas, on 
observe de |’cedéme et de la congestion, des hémorragies et, dans 
les formes les plus graves, une nécrose lissulaire étendue. En 
lout cas, la dégénérescence lymphocytaire offre le méme 
aspect (5). 

D’ailleurs, nous ne sommes pas les premiers a invoquer un 
mécanisme de cet ordre. En fait, la méme opinion a déja été sou- 
tenue, tant en France qu’a |’étranger. 

Parmi les travaux francais, nous nous bornerons a rappeler 
ceux de J. Reilly (10), de P. Gastinel (11), de R. Laplane (12) 
et de leurs collaborateurs. Comme nous, ces auteurs ont été 
frappés, chez les animaux soumis a l’action de 1|’endotoxine 
typhique, par l’importance des lésions parenchymateuses et vas- 


(7) Ces Annales, 1947, 73, 565. 

(8) Recherches encore inédites. Voir aussi R. Gopgn, Arch. Mal. 
Coeur et Vaisseaur, 1948, 44, 43. 

(9) P. Boguer, A. Detaunay, Y. Lenounr et J. Leprun, C. R. Soc. 
Biol., 1947, 444, 269. 

(10) J. Remy et R. Lariane, Encyclop. Médic. Chirurg., 1945. 

(11) P. Gasrinen et J. Remy, C. R. Soc. Biol., 1940, 134, 456. 

(12) R. Laptane, Les hémorragies intestinales de la fievre typhoide, 


Thése médecine, Paris, 1936. 
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culaires. Ils ont signalé de méme l’atteinte précoce des lympho- 
cytes et les réactions réticulo-conjonctives secondaires. Comme 
eux, nous n’hésitons pas aujourd’hui a reconnailre que, dans ces 
processus divers, les troubles circulatoires exercent un role fon- 
damental. 

Les travaux étrangers, sur la méme question, ne sont pas moins 
intéressants a considérer. Certains filtrats microbiens, injectés 
chez des animaux atteints de tumeurs, déterminent souvent au 
niveau. de celles-ci une nécrose hémorragique considérable. 
P. A. Zahl, ayant recherché la nature du principe actif, a fini par 
découvrir, dans la plupart des cas, un complexe polysacchari- 
dique du type des antigénes glucido-lipidiques de A. Boivin (18). 
M. J. Shear, poussant plus loin encore les investigations en cc 
domaine, a tenté de se servir de polysaccharides microbiens 
toxiques comme agents thérapeuliques anlicancéreux (14). Il a 
étudié surtout le polysaccharide du Bacillus prodigiosus (Serratia 
marcescens) et il a injecté ce dernier chez des souris qui avaient 
au préalable reeu sous forme de grelfes des sarcomes ou des 
épithéliomas. Trés souvent, if a pu déterminer une véritable 
régression des tumeurs et ces résultats spectaculaires justifie- 
raient méme l’emploi de ce corps en clinique humaine, au méme 


titre que la colchicine, l’uréthane et l’ypérite — autant de poi- 
sons lymphocytaires, remarquons-le en passant — si les endo- 


toxines, en général, n’étaient pas extrémement toxiques chez 
homme. Un éléve de Shear, Gl. H. Algire, a examiné enfin le 
mécanisme de l’action anticancéreuse de l’endotoxine du B, pro- 
digiosus (15). D’aprés lui, ce corps n’exerce aucune action cylo- 
toxique directe ; c’est essentiellement au moyen des réactions 
vasculaires qu'il détermine, quw’il finirait par produire la mort des 
cellules malignes (16). 

Ainsi, la part prépondérante prise par les troubles circulatoires 
dans la genése des lésions endotoxiques se trouve a Vheure 


(13) P. A. Zant et coll., Proceed Soc. exp, Biol. a. Med., 1942, 54, 
285 ; 1943, 52, 116, 364 ; 1943, 54, 48, 187, 187, 329; 1944, 56, 153; 
Am. J. Hyg., 1942, 36, 124 ; 1944, 39, 189 ; 1945, 44, 41, etc... 

(14) M. J. Suear et coll., Am. J, Cancer, 1935, 25, 66 ; J. Nat. Cancer 
Inst., 1943, 4, 81, 99, 107, 128, etc... 

(15) Gl. H. Aveme, Fr. Y. Lecartais et H. D. Park, J. Nat. Cancer 
Inst., 1947, 8, 63. 

(16) Une autre toxine microbienne a été employée récemment dans 
le traitement expérimental de tumeurs cancéreuses. C’est la toxine 
produite par Clostridium histolyticum. D’aprés R. CG. Parker, H. C. 
PrumMerR, Ch. O. Srepenmann et M. G. Cuapman (Proceed. Soc. exp. 
Biol. a. Med., 1947, 66, 461), ce poison exercerait parfois des effets 
favorables. Son action serait en partie directe, en partie indirecte, par 
déclenchement de troubles circulatoires. 
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actuelle unanimement reconnue. Cela ne signifie pas cependant 
que le probléme tout entier soit résolu. Il nous parait encore 
indispensable de préciser un certain nombre de points 

1° De quelle nature sont les troubles circulatoires qui provo- 
quent la mort des tissus ? 

2° Quelle est la cause de ces troubles ? 

3° Quel est leur mode d'action ? 

Nos recherches personnelles nous aideront a répondre a ces 
diverses questions. 

IV. — Selon nous, deux ordres de perturbations vasculaires 
jouent un role décisif dans le déclenchement des lésions cellu- 
laires (lymphocytaires ou autres). Il s’agit : 1° de troubles vaso- 
moteurs artériolaires ; 2° de modifications survenues dans_ la 
eirculauion et la perméabilité capillaires. Nous les étudierons 
successivement. 


I. — TrRousies VASOMOTEURS ARTERIOLAIRES. 


L’existence, au cours de l’intoxication typhique expérimentale, 
de troubles vasomoteurs artériolaires, déja suspectée par 
J. Reilly et ses collaborateurs, a été démontrée récemment par 
nous-mémes d'une maniére irréfutable. Ces réactions vasomo- 
trices, nous les avons constatées a la fois, chez Je lapin, le cobaye 
et la souris, soit au niveau de la circulation périphérique (tissu 
conjonctif de l’oreille), soit sur le mésentére. Nous avons donné 
ailleurs nos techniques expérimentales (17). Nous ne ferons que 
rapporler ici nos observations. Quelques minutes aprés |’injec- 
tion intraveineuse d’une dose sublétale d’entoxine typhique, le 
courant sanguin s’accélére. En méme temps, le long des artéres 
de moyen calibre et des artérioles, surviennent des contractions 
dont l’amplitude est variable — il n’est pas rare qu’elle soit trés 
erande et qu’elle aboutisse a une obstruction totale de la lumiére 
vasculaire — et qui frappent un segment de vaisseau plus ou 
moins grand. Ces contractions, qui se produisent également, 
mais avec beaucoup moins de violence dans le systeme veincux, 
se maintiennent pendant un certain temps (une ou deux minutes), 
puis elles cédent en faisant place a une vasodilatation qui est 
accompagnée, en général, d’un ralentissement du courant. Par- 
fois, cette dilatation atteint un degré tres marqué. La circulation 
se ralentit alors A l’extréme; elle peut méme s’arréler. Elle 
reprend brusquement au bout de quelques minutes, lorsque nait 
une nouvelle vague de contractions. Les phénomeénes se renou- 
vellent ainsi un grand nombre de fois pendant que |’intoxication 
progresse. Leur rythme est tantét lent, tantot accéléré. A la phase 


(17) A. Detaunay et coll., J. Physiologie, 1948, 40, 89. 
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terminale de l’intoxication, cependant, |’amplitude et la fréquence 
des contractions vasculaires diminuent. Finalement, une vaso- 
dilatation généralisée et durable prend place. La circulation se 
ralentit de plus en plus. Elle s’arrétera peu de temps avant la 
mort de l’animal. 

Nous avons rencontré cette série de réactions chez tous nos 
animaux d’expérience : lapins, cobayes et souris. Elles existaient 
aussi bien sur le mésentére que dans le tissu conjonctif sous- 
cutané. Elles pouvaient étre plus ou moins intenses, mais elles ne 
faisaient jamais défaut. Elles étaient d’ailleurs régulicrement 
accompagnées par une leucopénie sanguine, par une inhibition de 
la diapédése et un refroidissement marqué des téguments. 

Qu’elles soient une conséquence de l’inloxication, cela n'est 
pas douteux, puisque nous ne les avons jamais provoquées par 
une simple injection intraveineuse d’eau physiologique. Nous 
avons montré ailleurs (17) combien les phénoménes vasomoteurs 
que l’ont voit au cours de l’intoxication typhique ressemblent a 
ceux qui apparaissent chez les sujets victimes d’un choc (trau- 
matique, hémorragique, anaphylactique...). Il s’agit toujours 
dune atteinte presque exclusive des arlérioles et d’une vaso- 
constriction qui évolue par vagues successives. Il nous parait 
inutile de revenir sur ce point. 


II. — TrovusLes DE LA CIRCULATION 
ET DE LA PERMEABILITE CAPIULATRES. 


a) Nous avons recherché naturellement si le systéme capillaire, 
chez les animaux intoxiqués par le poison typhique, élail aussi 
le siége de phénomeénes vasomoteurs. Mais, cette fois, nos obser- 
vations ont toutes donné des résultats négatifs : nous n’avons 
jamais remarqué de contractions ou de dilatations capillaires. Le 
fait, tout d’abord, nous a un peu surpris. Il cesse pourtant 
(’étonner lorsqu’on prend connaissance des publications étran- 
geres. Ainsi, Gl. H. Algire a souligné, lui aussi, l’absence de 
toute dilatation capillaire chez les animaux traités par l’endo- 
toxine du B. prodigiosus ; ses examens portaient a la fois sur du 
tissu normal (muscle strié) et sur une tumeur transplantée (sar- 
come). De méme, tous les auteurs qui ont étudié, au cours de ces 
derniéres années, les troubles circulatoires chez les sujets en état 
de choe ou chez des bradlés (17) sont d’un avis unanime : ils ont 
tous été frappés par la nelteté des réactions vasomotrices artério- 
laires et par le maintien du diamétre normal des capillaires. 

Toutefois, si les troubles vasomoteurs capillaires faisaient défaut 
chez nos animaux d’expérience, la circulation sanguine, dans ce 
réseau vasculaire, n’en était pas moins forlement perturbée. Elle 
lrappait par son irrégularité. Tantot, elle élail extrémement. 


> 
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rapide ; dans ce cas, les leucocytes roulaient anormalement vite 
sur les parois endothéliales ou au milieu des globules rouges. 
Tant0ot, elle s’arrétait quasi complétement et le sang stagnait dans 
les veines. Toules ces variations paraissent dépendre essentielle- 
ment des modifications artériolaires. En général, la circulation 
capillaire atteint sa vitesse la plus grande lorsque commence une 
vague de contraction artériolaire ; elle s’arréte lorsque la vaso- 
dilatation secondaire touche a son maximum. 

Ajoutons encore que les troubles du courant sanguin ne sont 
pas identiques, 4 un moment donné, dans tout le réseau capil- 
laire ; nous avons vu trés fréquemment, cdte A cote, des vaisseaux 
ou le sang circulait et d’autres vaisseaux ot les globules étaient 
immobiles. Ce fait a été signalé également par Gl. H. Algire (15). 

b) Au cours de l’intoxication typhique, en dehors des troubles 
de la circulation capillaire proprement dite que nous venons de 
mentionner, apparaissent aussi des changements importants de la 
membrane capillaire elle-méme. Ils se traduisent par des modifi- 
cations de la perméabilité. C’est ce qu’indiquent, pour le terri- 
toire cutané, les expériences suivantes. 

Des cobayes traités par une forte dose d’endotoxine typhique 
administrée par vole intrapéritonéale et des cobayes normaux 
recoivent, en méme temps : 1° par voile intracutanée abdominale, 
0,5 cm® de bouillon stérile ; 2° dans la veine, 4/10 de centimétre 
cube d’une solution de bleu trypan 4 1 p. 100. Une demi-heure 
plus tard, on note chez les animaux normaux une accumulation du 
bleu trypan (coloration bleue intense) dans le terriloire culané qui a 
recu le bouillon. Chez les cobayes intoxiqués au contraire, et au 
méme moment, ‘l’accumulation du bleu trypan dans la région 
enflammée est trés peu marquée, et elle est d’aulant moins mar- 
quée que Vanimal est plus malade. Au cours des heures qui 
suivent, le tégument tout enlier des cobayes normaux se colore 
peu a peu en bleu, cependant que la peau des cobayes intoxiqués 
resle pale. 

La paleur des téguments observée en ce cas indique classique- 
ment une diminution de perméabilité du réseau capillaire cutané, 
et nous pensons que celte diminution existe effectivement. On 
pourrait objecter qu’elle tient aussi 4 une circulation générale 
défectueuse, conséquence des perturbations artériolaires. Nous 
répondrons a cette réserve que cette derniére cause, si elle existe, 
n’est certainement que secondaire altendu que nous avons montré, 
par des mesures précises, que pendant toute la durée de Vintoxi- 
cation, sauf a la phase finale, la vitesse de la circulation cutanée, 
dans son ensemble, n’est pas sensiblement modifiée. In tout cas, 
la perméabilité capillaire est certainement diminuée, dans la 
peau, pour les leucocytes puisque, aprés injection d'une dose 
convenable d’endotoxine, la diapédése ne se produit plus. 
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La perméabilité capillaire, chez les animaux intoxiqués, est-elle 
également diminuée dans les lerritoires profonds ? Cerlainemei! 
oui, en ce qui concerne les globules blancs, puisque V inhibition 
de la diapédése peut s ‘observer en tous points de l’organisme. 
Il est plus difficile d’énoneer un avis sur la perméabilité aux 
colloides. A cet égard, le bleu trypan ne nous a donné aucun 
renseignement précis. Sur coupes de tissus, on trouve de l’cedéme, 
mais celui-ci peut traduire aussi bien une destruction véritable de 
la paroi capillaire qu'une simple modification physico-chimique 
de porosité de la membrane endothéhale. 

V. Considérons maintenant les différentes causes possibles de 
ces troubles circulatoires. 


I. — CAvusES DES TROUBLES ARTERIOLAIRES. 


En principe, ces troubles peuvent relever d’un double méca- 
nisme : nerveux ou humoral. 

a) Le mécanisme nerveux mettrait essentiellement en jeu le 
systéme neuro-végétatif, sympathique et parasympathique. Comme 
on le sail, son intervention, 4 l’origine des troubles vasomoteurs 
en général et dans Vintoxicalion typhique en particulier, esl 
admise par J. Reilly et P. Gastinel, et ces auteurs, a l’appui de 
leur these, ont déja réuni un grand nombre d’arguments valables. 

b) Cependant, en faveur de l’existence d’un mécanisme humoral, 
existent des fails non moins probants. L’un d’eux nous parait 
méme décisif : les troubles vasomoteurs artériolaires, chez les 
lapins traités par l’endotoxine typhique, se produisent aussi bien 
sur des oreilles énervées (par arrachement du sympathique cer- 
vical) que sur des oreilles normales (observations personnelles). 
Une hormone, surtout, jouerait ici un rdle de premier plan : c’est 
Vadrénaline. 


De nombreux troubles métaboliques — entre autres, Vhyper- 
glycémie — attestent, en effet, qu’au cours de Il’intoxication 


typhique expérimentale, une forte quantilé d’adrénaline se trouve 
brusquement libérée. Ce phénomene, d’ailleurs, ne doit pas sur- 
prendre puisque des décharges adrénaliniques sont de régle chez 
les sujets choqués ou intoxiqués, pourvu que l’intoxication soit 
brutale (18). 

Mais peut-on mettre sur le seul compte de l’hyperadrénalinémie 
tous les troubles circulatoires qui caractérisent les états de choc 
ou une intoxication ? A. Penner et A. I. Bernheim le pensent (19). 


(18) Fr. Conramin, Sent. Hdépitaur, 1948, 83, 2690. 
(19) A. Penner et A. I. Bernuem, J. erp. Med., 1939, 70, 453 ; Arch 
Path., 1939, 28, 129 ; 1940, 30, 465, etc. 
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Ces deux auteurs, ayant pu reproduire expérimentalement, au 
moyen d’injections répétées d’adrénaline, des lésions comparables 
a celles qui se produisent pendant les chocs, ont admis que ces 
derniéres étaient essentiellement provoquées par une vaso-cons- 
triction artériolaire d’origine adrénalinique. Dans un travail plus 
récent (20), qui avait précisément pour but de déceler le mode 
@action, in vivo, d’une endotoxine (celle du B. de Shiga), 
Penner et Bernheim sont revenus sur cette action hormonale 
dans la genése des lésions endotoxiques, ils ont fait jouer, cette 
fois encore, le rdle primordial a des troubles vasomoteurs 
adrénaliniques. 

Cette conception est cerles séduisante. Nous avons pu nous- 
mémes déterminer, avec l’adrénaline, des lésions lymphocytaires 
identiques a celles que donne une endotoxine (2). Cependant, il 
nous parait difficile, sinon impossible, de penser que ce corps 
agit seul. L’intoxication adrénalinique expérimentale n’est pas 
comparable, point par point, a celle qui suit l’injection de ]’extrait 
bactérien. Dans la premiére, on trouve une hyperleucocytose, 
dans la seconde, une leucopénie. En outre, on empéche linhi- 
bition locale de la diapédese que produit l’adrénaline en ajoutant 
& Vhormone du tartrate d’ergotamine; or, cette substance ne 
parvient jamais a rétablir la diapédése, au cours de l’intoxication 
typhique. 

Selon toute vraisemblance, chez les animaux _intoxiqués, 
d’autres hormones, d'autres principes dissous joignent leur action 
a celle de l’adrénaline. Peut-étre s’agit-il de rénine, d’angioto- 
nine... C’est ce que nous cherchons a l’heure actuelle. De toute 
facon, on peut déja éliminer, sur la foi de recherches person- 
nelles qui seront rapportées en détail ultérieurement, une mise 
en jeu d’histamine ou d’adrénoxine. 

c) Est-il nécessaire de chercner 4 délimiter tres précisément, 
dans le déterminisme des troubles vasomoteurs artériolaires que 
nous étudions ici, ce qui revient en propre au mécanisme nerveux 
ou au mécanisme humoral? Nous ne le pensons pas. Systéme 
neuro-végétatif et glandes a sécrétion interne confondent trop 
souvent leurs effets. Ils forment en réalité un ensemble qu’il 
serait vain de dissocier (21). Nous dirons donc, en conclusion de 
ce paragraphe, que les troubles vasomoteurs artériolaires, chez 
les animaux intoxiqués par une endotoxine, ne sont qu'une 
conséquence des perturbations du systeéme neuro-endocrinien. 


(20) A. Penner et A. I. Bernuerm, J. exp. Med., 1942, 76, 271. . 
(21) L. Hemmeyer, Précis de Physiologie pathologique, 1 vol., Vigot, 
édit., 1946. 
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II. — Causes DES TROUBLES DE LA CIRCULATION 
ET DE LA PERMEABILITE CAPILLAIRES. 


L’irrégularité du courant sanguin intracapillaire, nous Vavons 
déja mentionné, parait dépendre avant tout des modifications 
artériolaires. Nous rechercherons donc simplement ici les causes 
du changement de perméabilité. 

Aucune raison ne permet d’incriminer un facteur nerveux. 
Nos connaissances sur l’innervation des capillaires  laissent 
d’ailleurs beaucoup 4 désirer. 

A notre avis, deux facteurs exerceraient ici une action capitale : 
des hormones, l’anoxie. 


a) Les normones. — Certaines hormones sont capables de dimi- 
nuer la perméabilité capillaire. Des travaux récents ont souligné 
a cet égard l’importance de l’adrénaline (22) et des hormones 
cortico-surrénales (23). Or, nous le savons 4 présent (2), tous ces 
principes sont produils en quanuté dans l’intoxication typhique 
expérimentale. Pour cetle raison, nous mettons sous leur dépen- 
dance la diminution de perméabilité des capillaires cutanés que 
nous avons signalée plus haut. He th 

Les différentes hormones surrénales, avons-nous montré dans 
un travail. précédent (2), n’ont aucun pouvoir lymphotoxique 
direct. Pourtant, injectées dans l’organisme, elles déterminent de 
profondes lésions lymphocytaires. Sans doute, n’exercet-elles 
celle action qu’a la faveur de troubles circulatoires divers. Telle 
est du moins nolre explication. 

Il est d’ailleurs intéressant de remarquer que les produits lym- 
photoxiques les plus couramment utilisés : colchicine, uré- 
thane, etc., sont tous capables de provoquer des troubles de la 
perméabilité (24). On peut se demander, toutefois, s’ils les provo- 
quent directement ou par l'intermédiaire d’ Seay 


b) L’anoxiz. — Par suite de Virrégularité du courant sanguin 
dans les artérioles et dans les capillaires, un état d’anoxie au 
moins partielle est cerlainement créé dans les tissus, au cours de 
lintoxication typhique. Or, lanoxie, a elle seule, influence la per- 
méabilité capillaire; on admet généralement qu’elle l’aug- 
mente (24). Elle oppose done son action a celle des hormones. 

On voit dés lors combien les phénoménes qui se déroulent in 


(22) D. G. Evans, A. A. Mires et J. S. F. Niven, Brit. J. exp. Path., 
1948, 29, 20. 

(23) R. Caampers et B. W. Zwerracn, Phys. Rev., 1947, 27, 436 ; 
R. Cacnera, Sem, Hép. Paris, 1947, 44, 2469. 

(24) E. Gettnorn et J. Reanren : La Perméabililé en Physiologie el 
en Pathologie générale. 1 vol., Masson, édit., 1936. 
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vivo doivent étre complexes. Dans son ensemble la perméabilité 
est, sans nul doule, considérablement modifiée, mais elle ne l’est 
pas dans le méme sens en tous points. Ici, elle sera augmentée. 
la diminuée, ces variations tenant 4 des différences de structure 
capillaire ou de texture tissulaire. 

Hl serait certes important de connaitre le degré de perméabilité 
vasculaire non plus seulement dans la peau mais aussi dans l’in- 
timité de chaque organe. Cette tache sera peut-étre accomplie. 
Aujourd’hui, malheureusement, elle se heurte encore a des diffi- 
cultés techniques quasi insurmontables. 

VI. — Nous abordons 4a présent la partie de notre discussion 
qui est la plus délicate. Nous savons qu’au cours de |’intoxication 
typhique expérimentale, existent des troubles circulatoires impor- 
tants. Nous estimons que ces troubles jouent un grand réle dans 
le déclenchement des altérations cellulaires, surtout lymphocy- 
taires, qui surviennent pendant cette intoxication. Comment ezxer- 
cent-ils leur action nocive ? 

La plupart des auteurs qui ont recherché le mode de produc- 
tion des lésions ischémiques ont mis en cause la géne apportée 
a la nutrition des cellules. Dans un gros travail récent, G. Tardieu 
et C. Tardieu se sont faits les ardents défenseurs de cette patho- 
génie (25). De méme, on a signalé le réle nuisible de l’anoxie. 
Ces causes sont certainement valables. Néanmoins, troubles nutri- 
tifs et troubles anoxiques, 4 eux seuls, nous paraissent tout A 
fait incapables d’expliquer la rapidité d’installation et lV intensité 
des lésions observées en ce cas (on a impression d’une véritable 
« flambée » cellulaire). Pour s’en assurer, il suffit d’étudier les 
processus d’autolyse cellulaire normaux qui se déroulent, chez 
animal, aprés la mort. On remarque d’abord que ce processus 
est relativement lent ; il faut attendre plusieurs jours avant d’ob- 
server, dans le tissu lymphoide, un nombre appréciable de pyc- 
noses. En outre, la mortification du tissu, chez le cadavre, ne se 
fait pas du tout comme chez |’animal] atteint de troubles circu- 
latoires, secondaires ou non a une intoxication. Chez celui-la, ce 
qui apparait en premier lieu, c’est une fluidification de la trame 
conjonctive ; les cellules, morphologiquement intactes a ce 
moment, paraissent flotter dans le liquide. Au contraire, chez le 
second, la trame reste longtemps inaltérée ; la lésion est d’abord 
une lésion cellulaire. 

Par diverses expériences nous avons pu préciser davantage ces 
premiéres données. | 

a) Nous avons maintenu a |’étuve a 37° et en eau physiologique 
des ganglions et la rate prélevés aseptiquement chez des cobayes 


(25) G. Tarpvreu et C. Tarorev. Le systéme nerveux végétatif, 1 vol., 
Masson, édit., 1948. 


326 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


et des souris, puis, au bout de délais variables, nous avons fixé 
el inclus ces piéces pour y rechercher les lésions. En opérant 
dans ces conditions, méme au bout de vingt-quatre heures, nous 
n’avons jamais remarqué de lésions lymphocytaires nettes. Or, 
on se rappelle que, dans le méme laps de temps, chez la souris 
intoxiquée par une endotoxine, les pycnoses sont innombrables. 
Pour obtenir, in vitro, des pycnoses lymphocytaires importantes, 
il faut se servir de lymphocytes isolés, en suspension dans du 
sérum ou de leau_ physiologique. Dans ce cas, les altéra- 
tions observées sont tout a fait semblables a celles qui appa- 
raissent in vivo. Toutefois, ellesne se produisent pas plus rapi- 
dlement. 

b) Dans une autre série d’expériences, nous avons introduit sous 
la peau de cobayes sacrifiés (immédiatement ou depuis vingt- 
quatre heures) une suspension lymphocytaire en sérum sanguin. 
Sept heures plus tard, nous avons prélevé la peau injectée. Sur 
coupes de ce tissu, nous avons retrouvé des lymphocytes absolu- 
ment intacls. Le manque de matiéres nulrilives apportées par le 
sang, .le manque d’oxygéne, avaient pourtant été absolus. Ces 
carences ne suffisent done pas a expliquer la lyse lymphocytaire 
extraordinairement rapide qui prend place, chez Vanimal vivant, 
dans un tissu rendu ischémique par une injection d’adrénaline. 

En ce cas, quel mécanisme faut-il mettre en cause ? Nous pen- 
serions volontiers au suivant. 

Les troubles circulatoires se borneraient a dérégler le méta- 
bolisme cellulaire, mais ce déréglement aurait plusieurs consé- 
quences. 

l° La cellule, manquant partiellement ou totalement de maté- 
riaux nutrilifs ou d’oxygéne, serait désormais incapable d’effec- 
tuer convenablement les processus normaux, intracytoplasmi- 
ques, de synthése. Les cellules souches seraient atteintes natu- 
rellement les premieres ; de fait, c’est & leur niveau qu’on note 
les altérations les plus précoces. En outre, le déréglement du 
métabolisme serait accompagné par le rejet dans le milieu 
ambiant de métabolites divers. Par suite du drainage insuffisant 
(lymphatique et veineux) du sysléme lacunaire, ces métabolites 
ne seraient pas éliminés ; ils contribueraient par lA méme a hater 
la mort de la cellule. 

Qu’un mécanisme de cet ordre se produise effectivement, on 
ne peut guére en douter. La déficience du drainage local est 
élablie par la présence d’cedéme ; |’existence de mé tabolites cylo- 
loxiques libérés par les cellules elles-mémes est, d’autre part, 
démontrée chaque jour par la pratique des cultures de tissus » 
i l'on ne prend pas soin de changer réguli¢rement les milieux 
de cultures, les tissus ne manquent jamais de dégénérer et de 
INOUPLIL, 
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2° Cependant, ces diverses réactions ne sont certainement pas 
seules en jeu. Elles correspondent, en effet, A un processus d’au- 
tolyse banale ; or, celui-ci est habituellement lent. Sans aucun 
doute, d’autres facteurs interviennent pour hater son évolution 
dans les tissus ischémiés. Nous pensons qu’ils sont amenés par 
le sang (il est extrémement rare que Virrigation sanguine soit 
totalement interrompue dans un territoire ; ainsi, elle est irrégu- 
liere mais elle persiste dans le cas le plus fréquent ; ischémie par 
troubles vaso-moteurs). 

Ces facteurs seraient de nature chimique. Ils auraient une 
origine exogéne (produit toxique injecté; il s’agirait, par 
exemple, d’une endotoxine) ou endogéne (hormones, métabo- 
lites etc.). Tous ces produits seraient impunément supportés par 
des cellules normales. En revanche, ils deviendraient nocifs pour 
des éléments mis en état de moindre résistance par des altérations 
de leur métabolisme. Kn un mot, ces éléments se trouveraient 
sensibilisés 4 leur action. 

Une telle explication a du moins l’avantage de faire comprendre 
pourquoi il est presque toujours indispensable, pour tuer des 
cellules in vitro, d’employer des doses beaucoup plus considé- 
rables d’un produit toxique que celles qui sont requises pour 
obtenir le méme effet in vivo. C’est que celles-la sont encore 
intactes alors que les autres ont été déja rendues fragiles par les 
troubles circulatoires. 

Certes, nous ne nous dissimulons pas le caractére encore trés 
hypothétique de notre interprétation. Cependant, dans J état 
actuel de nos connaissances, elle seule parait acceptable. 

Le gros probléme qui maintenant devrait étre résolu est le sui- 
vant : Quelle est la nature chimique exacte des différents prin- 
cipes cytotoxiques d’origine endogéne et qui sont, soit véhiculés 
par le sang, soit produits dans le tissu conjonctif ? Les premiers 
sont sans doute représentés par des hormones. En ce moment, 
nous recherchons plus précisément les seconds, mais ce travail 
est difficile. Au cours de son autolyse, la cellule libére tant de 
substances qu’il est délicat de faire un tri, d’autant plus qu’on 
trouve en mélange des substances réellement toxiques et d’autres 
qui sont au contraire capables, comme les tréphones, d’exciter 
les multiplications cellulaires. 

Nous avons déja étudié l’histamine. Cette substance — du moins 
en cultures de tissus — n’a aucun pouvoir cytotoxique. 

Il y aura lieu également de préciser, dans l’avenir, la nature 
du déréglement métabolique initial qui apparait dans les cellules 
au sein des tissus ischémiés. 

VII. — Arrivés a ce point de nos recherches, nous concevons 
de la fagon suivante le mode d'action générale des endotoxines 
bactériennes. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 76, n* 4, 1949. 
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Aussitot apres leur introduction dans l’organisme, ces poisons 
diffuseraient par les voies lymphatique et sanguine et ils iraient 
impressionner les centres nerveux. L’atteinte primitive de ces 
centres est rendue vraisemblable par les observations de J. Reilly 
et P. Gastinel sur le neurotropisme électif des endotoxines et de 
G. Tardieu sur les comas (26). Elle est aussi indiquée par les 
altérations du systeme nerveux que |’examen histologique met 
en évidence dans ce cas (27). 

Les centres nerveux, impressionnés, réagiraient par divers sti- 
mulus. I] y aurait notamment une brusque libération intravascu- 
laire d’adrénaline qui viendrait elle-méme exciter l’activité hypo- 
physaire. Finalement, l’organisme serail le siége d’une véritable 
dysharmonie endocrinienne avec, comme conséquence majeure, 
les troubles circulatoires que nous venons d’étudier. 

Une telle réaction, chez le sujet intoxiqué, doit-elle étre consi- 
dérée comme un acte de défense ? Bien qu’il soit toujours délicat 
de faire valoir des arguments téléologiques, nous serions enclins, 
avec W. B. Cannon, a le croire (28). Cette réaction, limitée, ne 
peut élre qu’utile ; on le voit bien d’ailleurs par l’action béné- 
fique qu’exerce généralement l’injection d’une dose physiologique 
d’adrénaline. Cependant, elle pourrait aussi devenir nuisible. 
Trop violente, elle dépasserait en somme son but. Loin d’aider 
Vorganisme, elle finirait alors par le conduire dans un état 
désespéré. Nous pensons effectivement que, dans l’intoxication 
typhique expérimentale, les troubles métaboliques, les altérations 
tissulaires, la mort méme, sont moins le fait d’une toxicité pri- 
maire de l’endotoxine que le résullat d’une réaction d’alarme 
excessive, 

Nous venons d’écrire : réaction d’alarme. C’est que nous par- 
tageons en effet opinion de H. Selye sur l’existence d’un mode 
de défense non spécifique et absolument général. Cependant, nous 
nous éloignons, sur un point important, de la conception de 
l’auleur canadien, ou plulot nous sentons la nécessité de la com- 
pléter. Pour Selye, des hormones, seules, joueraient ici le rdle 
capital. Pour notre part, nous pensons que les troubles circula- 
loires, par eux-mémes et qu’ils soient ou non provoqués par des 
médiateurs chimiques, exercent une action non moins. nette. 
D’apres Selye, les modifications métaboliques seraient directe-~ 
ment réglées par des hormones. Nous estimons qu’il serait plus 
juste de les considérer, dans un grand nombre de cas, simple- 


(26) G, Tanvirev, Pr. Méd., 1942, n° 7-8, 75. 
“ne C. Boncru et Gh. Istrati, Arch, Roum. Path, exp. et Bact., 1945, 
LD: 
(28) W. B. Cannon, The Wisdom of the Body, 1 vol., Kegan, édit., 
1947. 
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ment comme une ceuvre des perturbations vasculaires. Celles-ci, 
dans les formes les plus graves, suffisent A engendrer une séric 
de troubles qui conduisent peu a peu, par une sorte de cycle 
vicleux, jusqu’a |’épuisement définitif du sujet intoxiqué. 

L’organisme ne posséde certainement pas a sa disposition toute 
une gamme de moyens de défense. Sa facon de réagir localement 
le prouve assez bien. Observons la réaction inflammatoire. Quel'e 
que soit sa cause — et, en fait, les agents les plus différents peu- 
vent la déclencher — elle évolue toujours dans le méme sens. 
[lle garde toujours la méme physionomie. On note tout d’abord 
Vafflux des polynucléaires, puis la multiplication des macro- 
phages, enfin l’apparition d’un tissu scléreux. Chacun de ces 
stades peut étre exagérément marqué ou prolongé. Cependant, le 
schéma général du processus ne varie pas. Il en est certainement 
de méme lorsque la réaction cesse d’étre locale pour devenir 
générale, lorsque |l’organisme tout entier doit brusquement 
s’adapter a des conditions nouvelles pour lui. 

H. Selye a bien montré que, dans ce cas, lorganisme réagit 
toujours par la mise en activité de son systéme endocrinien (tout 
spécialement des capsules surrénales). Il n’est pas moins facile 
Vétablir qu’il réagit également toujours par des modifications 
vasculaires. Nous avons étudié, dans ce travail, les troubles cir- 
culatoires chez des sujets intoxiqués par une endotoxine. Nous 
les avons définis, analysés. Hatons-nous d’ajouter qu’ils n’ont 
rien de spécifique. En réalité, on les retrouve, sous une forme 
presque identique, chez tous les sujets victimes d’un choc, chez 
les bralés, chez les intoxiqués (17). Notamment, on retrouve 
toujours ces ondes de vaso-constriction artériolaire, ces modifi- 
cations de la circulation et de la perméabilité capillaires. Corré- 
lativement, on observe aussi, et avec des différences de détail a 
peine perceptibles, des lésions tissulaires. Nous mettons donc 
celles-ci, en tous cas et sans hésiter, sur le compte des troubles 
circulatoires. On peut se demander pourquoi elles sont ordinai- 
rement les plus marquées au niveau des organes lymphoides (29). 
Cette particularité tient sans doute a la fragilité des lymphocytes 
(que l’on constate aisément dés qu’on veut soumettre ces cellules 
a des expériences in vitro) et aussi a la structure particuliére du 
tissu conjonctif dans les ganglions, le thymus et la rate. 

Une mention spéciale doit étre faite ici des lésions allergiques. 
Celles-ci ont-elles réguliérement pour facteurs des troubles vas- 
culaires ? Nous le croyons. L’existence de ces troubles, dans les 
chocs anaphylactiques, et en particulier de réactions vaso- 


(29) La fréquence des lésions lymphocytaires chez les animaux traites 
par une endotoxine vient d’étre remarquée encore par : A. AncRIsT et 
M. Motuov, Amer. J. Med. -Sci., 1948, 245, 149. 
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motrices, a déja été démontrée par différents auteurs (80). Tout 
un chapitre de lallergie s’éclaire dans ces conditions. Seul, ce 
qui reste obscur, c’est le primum movens de la réaction, c’est 
ce qui rend nocif un antigéne qui était jusqu’alors dépourvu de 
toute toxicilé. 

Le réle des troubles circulatoires, dans la production de ]ésions 
aigués et diffuses apparait ainsi considérable (31). Nous aurons, 
plus tard, l’occasion de montrer qu’il n’est pas moins grand dans 
la genése de certaines affections chroniques : cirrhose, artério- 
sclérose... 

Reste a envisager le cas particulier de quelques lésions tissu- 
laires, ou plutot cellulaires, qui paraissent résulter de l’action 
directe d’un produit toxique, type colchicine, ypérite, uré- 
thane, etc... Que ces produits soient de véritables poisons pour 
la cellule (poison nucléaire ou poison cytoplasmique), le fait est 
certain. Il a été démontré trop de fois, in vitro, au moyen des 
cultures de tissus. On sait également a quelles belles applications 
Vemploi de la colchicine a conduit les botanistes. 

Mais cela suffit-il pour admettre que les lésions que produisent 
in vivo les mémes poisons se font tout a fait indépendamment 
des vaisseaux ? Rien n’est moins sar. C’est ce que nous établirons 
dans notre prochaine communication. 


Russumas. 


Les lésions cellulaires, surtout lymphocytaires, qui surviennent 
chez les sujets intoxiqués par une endotoxine, paraissent déter- 
minées par des troubles circulatoires, en particulier des troubles 
vaso-moteurs artériolaires et des modifications de la circulation 
et de la perméabilité capillaires. ) 

Les auteurs ont recherché la cause de ces différents troubles, 
1 mode d’action et ils ont souligné leur importance en patho- 
ogie. 


(30) L. Pasreur VALLERyY-Rapor et coll., L’anaphylaxie expérimentale 
et humaine. 1 vol., Masson, édit.; R. G. Aprrn et H. P. SCHENCK, 
J. Immunol., 1938, 34, 195 ; etc. 

(31) Consulter par exemple H. Brrz, C. R. Soc. Biol., 1947, 144, 868 - 
\. Lamsiine, Prog. Med., 1948, 3, 54; P. KimMetstiet, Amer. J. Med. 
Sct,, 1948, 246, 11; etc. 


RECHERCHES IMMUNOCHIMIQUES 
SUR LA BACTERIDIE CHARBCNNEUSE 


Vill. — ACTION DE DIVERS SERUMS NORMAUX 
OU ANTICHARBONNEUX SUR LE POUVOIR VACCINANT 
DES FILTRATS DE CULTURE 
(PLASMA CULTURE FILTRATE) DE GLADSTONE | 


par Anne-Marie STAUB (*) (1). 


(Medical Research Council, Unit for bacterial Chemisiry 
; Lister Institute, Londres.) 


INDRODUCTION. 


Dans un mémoire précédent [6], P. Grabar et nous-méme 
avons signalé l’action des euglobulines « non protectrices » d’un 
sérum de cheval anticharbonneux sur l’activité vaccinante du 
liquide d’cedéme charbonneux stérile. Nous avions constaté qu’en 
éliminant par ces euglobulines (dénuées de toute activité protec- 
trice sur le cobaye) les antigénes précipitants présents dans le 
liquide d’coedéme, on supprimait l’activité vaccinante de ce pro- 
duit. Nous en avions conclu que l’antigéne vaccinant était parmi 
les anligénes précipitants, et, nous appuyant sur certains résultats 
antérieurs [5], nous avions émis l’hypothése qu’il s’agissait d’un 
glucoprotéide vaccinant. 

Néanmoins, les difficultés rencontrées lors de ce travail pour 
se procurer des cobayes nous avaient empéchés de l’approfondir 
autant que nous l’aurions voulu. Les intéressants résultats de 
Gladstone [4] permettent a présent d’obtenir in vitro l’anligéne 
charbonneux vaccinant, dont la seule source avait été jusqu’ici le 
liquide d’cedéme. II nous a donc été possible de reprendre en 
Angleterre les premiéres expériences failes avec le liquide 
d’ccdéme, mais cette fois avec le filtrat de culture vaccinant 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 janvier 1949. 
(1) ‘Actuellement: Service des Vaccins Virus, Institut Pasteur, 
Paris (XV°) 
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désigné par Gladstone P. C. F. (2). Nous exposons ici les résultats 
de cette étude, au cours de laquelle nous nous sommes heurlée 4 
des difficultés imprévues et qu’il nous a semblé intéressant de 
signaler. 

MATERIEL. 


Filtrats de culture vaccinants [P. C. F. (2)]. 


Nous avons travaillé avec deux sortes de P. C.F.: les uns, 
obtenus par culture ordinaire du B. anthracis en sérum de mou- 
ton, puis filtration de la culture aprés dix-huit & vingt heures de 
séjour a |’étuve a 37° [4] seront appelés « P. C. F. faibles », les , 
autres, obtenus par culture dans le méme sérum, mais dans un 
sac de « cellophane » suspendu dans du bouillon nutritif constam- 
ment renouvelé suivant la technique décrite par Gladstone [2|, 
seront appelés : « P. C. F. forts ». 

« P. C.F, L, ». — C’est une variante des P. C. F. faibles ot, 
au lieu de cultiver les bactéridies dans un sérum de mouton 
ordinaire, on modifie préalablement celui-ci de la facon suivante : 
on dissout, dans un volume V de sérum de mouton, les euglo- 
bulines précipitées d’un volume 3 V de sérum de cheval par 
addition d’eau distillée saturée de CO,, suivant la technique 
utilisée avec des sérums anticharbonneux [4]. On chauffe ensuite 
la solution une heure dans un bain-marie a 56°, 


Souche de B. anthracis. 


La souche utilisée pour la préparation des divers P. C. F. est 
celle appélée « Weybridge » par Gladstone [4] : elle est sporogéne, 
avirulente, acapsulée et immunisante pour le mouton, le lapin, Je 
cobaye, mais non pour la souris. 


Sérums anticharbonneucx (3). 


Sérum de cheval « 1310 », — C’est un sérum fortement pro- 
tecteur et précipitant, préparé de la maniére suivante [44]. Des 
inoculations hebdomadaires de bactéridies vivantes acapsulées 
(souche préparée suivant le procédé Stamatin) sont pratiquées 
dans la veine et sous la peau a des doses croissantes qui, partan! 
de 10 cm* de culture en bouillon, atteignent lentement en deux 
mois la récolte d’une culture sur gélose correspondant environ aii 
tiers d’une boite de Roux. 


(2) Suivant les initiales de « Plasma Culture Filtrate », les premiers 
résulfats ayant été obtenus par culture sur plasma. Dans la suite, le 
plasma a été remplacé par du sérum (Cf. Matériel), 

(3) Les deux sérums 1310 et 751 m’ont été fournis par mon pere, 


M. A. Staub. Qu’il trouve ici l’expression de toute mon affectueuse 
reconnaissance, 
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Sérum d’dne « 751 ». — C’est un sérum faiblement protecteur 
et trés riche en anticorps précipitants. Le mode de production, 
décrit par A. Staub et ses collaborateurs [45], differe du précédent 
en ce que les inoculations hebdomadaires ne sont pratiquées, cette 
fois, que dans la veine; elles sont, en outre, beaucoup plus 
importantes, puisqu’elles atteignent en deux mois la valeur d’une 
boite de Roux et se maintiennent 4 ce taux pendant deux autres 
mois. 

Les euglobulines et les pseudoglobulines de ces sérums ont été. 
préparées suivant le procédé décrit dans des publications anté- 
rieures [4] (précipitation des euglobulines par 9 volumes d’eau 
distillée acide et dissolution dans du sérum normal. Précipitation 
des pseudoglobulines par SO, (NH,), aprés élimination des euglo- 
bulines). 

Les anticorps « purs » ont été préparés suivant la technique de 
Heidelberger et Kendall [8]. 

25 cm® de sérum « 751 », additionnés de 75 cm? d’une 
solution de NaCl] a 0,85 p. 100, sont précipités par 1 mg. de 
polyoside somatique charbonneux (préparé suivant la méthode de 
Ivanovics [I0]) (4), ces proportions laissant en solution un léger 
excés d’anticorps. Aprés quarante-huit heures 4 +2° : centrifu- 
gation et 5 lavages par 25 cm* de la méme solution de NaCl 4 Ja 
méme température puis mise en suspension du précipité dans 
25 cm* d’une solution de NaCl 4 15 p.. 100, contact pendant une 
heure 4 30° avec agitations fréquentes ; enfin centrifugation et 
dialyse, pendant trois 4 quatre jours, du surnageant contre unc 
solution tampon de pH = 7,5 de phosphates M/15, rendue iso- 
tonique par addition de NaCl (PO,Na,H M/15: 80,8 cm*; 
PO,KH, M/15: 19,2 cm*; NaCl 0,5 g.). La solution finale trés 
claire, obtenue aprés centrifugation, contient, suivant les prépa- 
rations, de 35 a 40 p. 100 de son azote précipitable par le 
polyoside somatique. Le degré de pureté de cette préparation est 
nettement plus faible que celui des antipolyosides pneumo- 
cocciques (85 p. 100 pour SI, 52 p. 100 pour SIII [8]), mais n’a 
pas pu étre amélioré. 

Sérum de lapin anti-P. C.F. — C’est un sérum moyennement 
protecteur [2] qui ne précipite ni le polyoside somatique, ni le 
P. €. F., lorsque l’on a eu soin d’éliminer les anticorps anti- 
mouton, apparus a la suite de l’injection du sérum de mouton, 
milieu de base des P. C. F. Il a été obtenu par deux séries d’un 
mois d’injections bihebdomadaires, puis hebdomadaires de 
P. C.F. fort 4 des, doses croissantes (0,25 cm*—0,5— | 
— 2 cm). 


(4) Ce polyoside nous a été fourni par Je D™ H. N. Rydon que nous 
remercions trés vivement. 
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TECHNIQUES. 
Recherche de l’équivalence. — A une série de tubes contenant 


un volume constant de sérum, on ajoute des volumes croissants 
d’antigéne ; aprés quarante-huit heures, on centrifuge et Lon 
ajoute a deux fractions de chaque surnageant, soit lantigéne, 
soit le sérum. La présence ou l’absence de précipitation indique 
si on se trouve en présence d’un excés d’antigéne ou d’anti- 
corps. L’ « équivalence » est le point ot le surnageant ne précipite 
plus aprés addition soit d’antigéne, soit d’anticorps. 

Immunisation des lapins. — Chaque lapin regoit trois injections 
sous-cutanées hebdomadaires, puis, huit jours aprés la derniére 
injection, il est éprouvé par l’injection intra-cutanée de 10° spores 
virulentes (provenant d’une souche appelée « Vollum »).en sus- 
pension dans 0,25 cm’ de bouillon et correspondant environ a 
100 doses minima mortelles. 

Protection passive. — Injection intraveineuse 4 des lapins de 
10, 5, 2, 1 em*® de sérum, puis épreuve vingt-quatre heures plus 
tard (Cf. ci-dessus). Les sérums qui prolégent tous les lapins 
avec 1 4 2 em* sont dits forfement protecteurs, avec 5 cm* moyen- 
nement protecteurs, 10 cm* faiblement protecteurs. 


RESULTATS EXPERIMENTAUN. 
|. Expérience avec les euglobulines 1310. 


Cette premiére expérience fut conduite exactement comme celles 
faites jadis avec le liquide d’cedéme et les euglobulines d’un autre 
sérum de cheval anticharbonneux [6]. Afin d’éliminer tous les 
antigénes précipitants, il fallait travailler en excés d’anticorps. 
L’étude de la précipitation du P. C. F. « faible » avec les euglo- 
bulines 1310, montra qu’avee 2 cm d’euglobulines pour 1 cm* de 
P.C. F., on était au point d’équivalence ; 2,7 cm® d’euglobulines 
assuraient donc l’excés d’anticorps requis. 

Voici le protocole de l’expérience, On prépare : 

4 tubes A contenant chacun 1 em® de P. C. F. et 2,7 em® d’une 
solution de NaCl a 0,85 p. 100. 

4 tubes B contenant chacun 1 cm* de P. C.F. et 2,7 em? 
d’euglobulines normales (5). 

4 lubes C contenant chacun 1 cm* de P. C.F. et 2,7 em® 
d’euglobulines 1310. 


(5) Préparées & partir d’un sérum normal, suivant la méme technique 
que les euglobulines spécifiques. Tous les sérums normaux utilisés au 
ours de ce travail m’ont été trés aimablement fournis par le Lister 
Institute d’Elstree. 


— 
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Aprés quarante-huit heures a la glaciére, on centrifuge les 
tubes C qui seuls présentent une précipitation ; les liquides sur- 
nageants sont gardés séparément et les précipités soigneusement 
mis en suspension dans 3,7 cm® d’une solution de NaCl a 
0,858 p. 100 (D.). On injecte ensuite ces préparations a 14 lapins, 
suivant la technique d’immunisation décrite plus haut (des tubes 
eassés pendant la centrifugation n’ont permis d’immuniser que 
3 lapins dans les séries C et D). 

Les résultats du tableau I montrent que tous les lapins n’ayant 


“TaBLEAv I. — Action neutralisante des Euglobulines 41310 
sur le « P.C.F. ». 


LAPINS NATURE DES INJECTIONS RESULTATS 


P.C.F. faible. 


P.C.F faible + euglobulines normales. 


( Surnageant. 


P.C.F. faible 
+ eu 


Précipité. 


Témoins 
(pas d'injections préparatoires). 


(1) Vivants. _ ; 
(2) Morts. Le chiffre entre [ ] injique le nombre de jours de survie. 


recu que le P. C. F. survivent (IA), alors que tous ceux ayant 
recu soit le surnageant (IC), soit le précipité (D) du mélange 
P.C.F. + euglobulines 1310, succombent aprés 1’épreuve, 
conformément aux résultats obtenus avec le liquide d’acdéme et 
les euglobulines spécifiques ulilisées alors. Mais, parmi les 
4 lapins ayant recu le mélange P. C. F. + euglobulines normales, 
3 succombent aussi aprés I’épreuve, indiquant que le pouvoir 
vaccinant du P. C. F., s’il n’a pas été totalement détruit, a été 
fortement diminué. 


336 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Il. Action des euglobulines normales sur lactivité vaccinante 
duvP CSP: 


L’activité d’un sérum normal sur Je P. C. F. empéchait de. tirer 
aucune conclusion de l’expérience précédente, |’élimination du 
pouvoir vaccinant par les euglobulines anticharbonneuses pouvant 
trés bien n’avoir rien de spécifique. Tous nos efforts tendirent 
alors A supprimer cette activité non spécifique des euglobulines 
normales sur le P. C.F., activité que pendant prés d’un an, nous 
avons réguliérement observée, quoique a des degrés légérement 
différents (tableau II), avec les divers sérums normaux que nous 


TasLeau Il. — Action neutralisante d’euglobulines « normales » 
sur le« P C.F. ». 


EXPERIENCES PREPARATIONS AJOUTEES AU P.C.F. eats LEAS 

ANIMAUX MORTS 
4 0 4/0 
2 4/3 
3 eaniohal : 4/3 
h uglobulines dissoutes dans sérum. 3/4 
5 2/2 
6 Euglobulines dissou'es dans sérum, 4/0 
7 puis chaulffées, 4/0 
. Euglobulines chauffées, aie 
9 s & 2/2 
40 dissoutes dans sérum chauffé. 3/4 


avons eus entre les mains. Le chauffage (1 heure a 56°) des euglo- 
bulines normales dissoules dans le sérum (tableau I, expériences 
6 et 7) détruit leur activité. Mais le chauffage des euglobulines 
spécifiques en solution dans le sérum normal détruit leur pro- 
priété précipitante qu’il nous fallait de toute évidence conserver. 
C’est un nouvel exemple du phénoméne décrit par Kleczkowski [44] 
i propos d’autres anticorps euglobuliniques chauffés, en présence 
d’albumines. Toutefois, si l’on dissout dans une solution neutre 
de NaCl a 0,85 p. 100 des euglobulines spécifiques soigneusement 
lavées dans des petits volumes d’eau distillée acide (elles y sont 
légérement solubles, d’ott la nécessité d’utiliser des « petits 
volumes »), qu'on les chauffe une heure a 56°, puis qu’aprés 
précipitation par dialyse contre de l’eau distillée, on les redissolve 
dans du sérum normal chauffé, on conserve le pouvoir préci- 
pitant. Nous avons done recherché si le méme procédé détruisait 
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encore l’activité des euglobulines normales sur le P. C.F.. L’ex- 
périence prouva qu’il n’en était rien (II, 8, 9, 10). 

Ces résultats n’ayant pas encore résolu le probléme, nous 
avons essayé de modifier le milieu de culture du B. anthracis. 
L’une de nos préparations appelée L3 (Cf. Matériel) semblait 
donner de bons résultats ; le P.C. F. obtenu a partir de cette 
préparation n’était plus sensible a l’action des euglobulines 
normales préparées a partir d’un nouveau sérum normal, mais 
une expérience de contréle nous montra que ces nouvelles euglo- 
bulines normales ne modifiaient plus l’activité du P. C. F. faible 
ordinaire. Néanmoins, par prudence, toutes les expériences 
ultérieures effectuées avec des P. C. I’. faibles le furent avec des 
préparations L3. 


III. Action du sérum 751 et de ses fractions 
sur le pouvoir vaccinant du P. C. F. 


Puisque certains échantillons d’euglobulines supposées normales 
ne diminuaient plus l’activité de l’antigéne vaccinant, il nous 
était possible de reprendre |’expérience initiale avec des euglo- 
bulines spécifiques. A cette époque, il ne nous restait plus 
de sérum de cheval 1310, nous avons donc dt utiliser du sérum 
d’ane 751. Comme il était trés riche en anticorps précipitants 
(750 y d’azote précipitable par le polyoside dans 2 cm* contre 55 
pour le sérum 1310), il suffisait d’un plus petit volume pour se 
trouver en exces d’anticorps pour la méme quantité de P. C. F. : 
0,5 cm® suffisait contre 2,7 cm* du sérum 1310. A part cette 
différence dans les proportions, l’expérience fut conduite exac- 
tement comme avec les euglobulines 1310 (tableau I). Elle montra 
(tableau III A, B, C) que cette fois l’élimination des antigénes 
précipitants ne supprimait pas totalement le pouvoir immunisant 
du P. C. F. (III B). Par contre, le sérum (protecteur et précipitant) 
et les pseudoglobulines (protectrices, mais non précipitantes) sup- 
primaient totalement l’activité du P. C. F. (tableau IIT D. F) et 
leur action était encore manifeste avec des quantités aussi faibles 
que 0,08 cm (tableau III H). 

Ces résultats nous amenérent 4 penser que l’activité observée 
avec les euglobulines pouvait étre due a la présence de traces de 
pseudoglobulines. I] nous fallait donc essayer des euglobulines 
« lavées ». Néanmoins, l’impossibilité de laver des euglobulines 
par une grande quantité d’eau distillée acidifiée par CO, (dans 
laquelle elles sont facilement solubles) nous a fait recourir au 
procédé expérimenta] suivant : 

Préparation ordinaire des euglobulines 751, dissolution dans 
du sérum normal de cheval. Une partie est gardée (E,) ; autre 
est de nouveau précipitée, centrifugée, dissoute dans des pseudo- 
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Tasieau Il. — Action neutralisante du sérum d’Ane 754 
et de ses fractions sur le P.C.F. 


LAPINS SERIE NATURE DES INJECTIONS RESULTATS 
4 V4) 
2 Ty 3 V 
a a P.C.F. Ls, (4 ema’) Vv 
: + solution physiologique (3) [0,5 cm‘]. Vv 
5 phat in. nV, 

6 P.Cc.F. Ls (4 cm?) Ni 
7 B + euglobulines 751 (4) [0,5 em‘). + [7] (2) 
8 aaie 
9 ; Vv 
10 ; P.C.F. L, (4 em’) Ms 
44 ¢ + euglobulines normales (0,5 cm‘). \ 
42 Vv 
13 + [3] 
14 P.C.F. Ls (4 cm’) + [3 
45 ) + pseudoglobulines 751 (0,5 cm’). +[. 
16 + [4 
A7 a | 
18 7 P C.F. Ls (4 cm’) +4 
19 E + sérum 784 (0,5 em’). + [4\ 
a +[5] 
21 VN 
22 PC. F Ls (1 em?) te (3) 
23 H -+ sérum 751 (0,08) cm’). + 4 . 
24 wha 
i Témoins. re {7 


(1) Vivants, 


2) \iorts. Le chiffre entre [ ] indique le nombre de jours de survie. 
(3) Nal 0,xh 2/5. 


(‘) Volume «alculé pour étre en excés d’anticorps précipitants. 


globulines normales de cheval. Cette seconde solution précipitée 
une derniére fois, el le précipilé dissous finalement dans du sérum 
normal fournissant la préparation E,, 

Les résultats expérimentaux, rapportés dans le tableau IV, 
montrent qu’en effet Pactivité destructrice de E, a complétement 
disparu de la fraction purifiée E,. 

Enfin, une expérience, effectuée avec des anticorps  anti- 
polyosidiques dits « purs » (Cf. Matériel); montra que la préci- 
:pitation du P. C, F. par un exces d’anticorps laissait inchangé le 


RECHERCHES SUR. LA BACTERIDIE CHARBONNEUSE 339 


Tasteav IV. — Action des « lavages » sur l’activité des euglobulines. 


a 


LAPINS SERIE NATURE DES INJECTIONS RESULTATS 
EEE 
4 V (4) 
2 : , Vv 
3 A Ps: Fi Tig) (2-cm*). V 
4 Vv 
5 Vv 
6 P.C.F. Ls (2 em’) + [2] (2) 
as B + euglobulines 5, {2 cm*] (3). ar a 
8 + [4] 
9 Vv 
10 Cc P.C.F. Lg (2 cm’) Vv 
At + euglobulines E, (2 em’). Vv 
12 ; A 
2 Témoins. Bi A 


G Vivants. 
(2) Morts Le chiffre entre [] indique le nombre de jours de survie. 
(3) Volume calculé pour étre en excés d’anticorps précipitants. 


pouvoir vaccinant du surnageant, Jes lapins survivant tous 4 
l’épreuve. 


IV. — Pouvoir vaccinant des précipités spécifiques. 


La premiére expérience avec les euglobulines du sérum de 
cheval nous avait montré ‘que le précipité spécifique était dénué 
de toute activité (tableau I D), confirmant ainsi les résultats 
obtenus avec le liquide d’cedéme [6]. Par contre, la méme expé- 
rience, effectuée soit avec les euglobulines « lavées » E;, soit 
avec les anticorps « purs », montre que, dans ces conditions, les 
précipités spécifiques lavés cinq fois (alors que les eaux de 
lavage ne contiennent pratiquement plus d’azote dés le troisi¢me 
lavage) sont trés faiblement vaccinants (tableau V A, B, C). Ceci 
nous amena a essayer un précipité immunologique, tout a fait 
étranger aux antigénes charbonneux, préparé au sein d’une solu- 
tion de P. C. F. fort. M™° Kaminska, du service de M. Grabar. 
nous a trés aimablement procuré un sérum anti-ovalbumine de 
lapin, ainsi que des cristaux d’ovalbumine. L’expérience fut 
conduite comme il suit : 

A 1 cm? de P. C. F. fort, nous avons ajouté 1,5 cm*® de sérum 
anti-ovalbumine, puis 1,4 cm* d’une solution d’ovalbumine [conte- 
nant 60 y d’azote] (6). Le précipité floculait rapidement et était 
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Tastgau VY. — Vaccination par les précipités spécifiques. 


LAPINS NATURE DU PRECIPITE INJECTE RESULTATS 


Polyoside charbonneux antipolyoside. 
Anticorps purs+ P.C.F. pauvre L; 
(dose vaccinante). 


Polyoside charbonneux antipolyoside. 
Anticorps purs + P.C.K. riche 
(25 doses vaccinantes). 


Polyoside charbonneux antipolyoside. 


buglobulines Ez; + P.C.F. pauvre lg . 
(dose vaccinante). 


Ovalbumine antiovalbumine 
en présence de P.C.F. riche 
(25 doses vaccinantes). 


Témoins. 


(1) Vivants. 
(2) Morts. Le chillre entre { ] indique le nombre de jours de survie. 
(3) Morts avant l’épreuve. 


traité comme les précipités spécifiques charbonneux. Un des 
4 lapins qui le recurent survécut a l’épreuve (tableau V D). 


V. — Action d'un sérum de lapin anli-P. C. I’. 
sur le pouvoir vaccinant du P. C.F. 


Nous avons recherché, de la méme fagon qu’avec les sérums 
précédents, Vactivité, sur le pouvoir immunisant du P. C. F.,:du 
sérum anui-P. C.F. préparé par Gladstone comme il a été dit 
plus haut (Cf. Matériel). Néanmoins, une difficulté se présentait 
alors : la précipitation due aux protéines de mouton du P. C. F., 
et aux anticorps antimouton, du sérum anti-P. C.F. Il fallait 
done éliminer ces anticorps du sérum avant d’essayer son activité 
sur le pouvoir vaccinant du P. C. F. Cela fut réalisé au moyen 
de sérum de mouton ; on opéra de la facon suivante : 

l° Expérience préliminaire : 


(6) Proportions communiquées par M™ Kaminska comme correspon- 
dant au point d’équivalence. 


RECHERCHES SUR LA BACTERIDIE CHARBONNEUSE 344 


A 12 em® de sérum anti-P. C. F., on ajoute 3,6 cm* de sérum 
de mouton dilué au 1/10 (léger excés d’antigéne). La floculation 
apparait trés vite ; on laisse deux jours 4 + 2°, on centrifuge et 
on lave le précipité a la méme température, les eaux de lavage 
sont ajoutées au surnageant, et le tout est injecté a 2 lapins, en 
sorte qu’ils recoivent chacun 6 cm® du sérum anti-P. C. F. 

Les 2 lapins meurent aprés l’épreuve dans le méme délai que 
les témoins, bien que, dans l’essai précédent, 5 cm® de sérum 
aient protégé les 2 lapins. Néanmoins, il s’agissait dans cet essai 
Wune nouvelle saignée, ce qui peut expliquer la différence d’acti- 
vité, plus vraisemblablement qu’un entrainement des anticorps 
par le précipité mouton-antimouton (7). 

2° Quoi qu'il en soit [et puisque de trés petites quantités de 
sérum d’ane étaient actives (tableau III H)], malgré cette pauvreté 
en anticorps protecteurs, nous avons poursuivi l’expérience 
comme il suit : 

A 14 cm® de sérum anti-P. C. F., on ajoute 4,2 cm* de sérum 
de mouton dilué au 1/10. 

A 14 cm® d’un sérum antimouton (8), on ajoute 5,6 cm* de 
sérum de mouton dilué au 1/10 (léger excés d’antigéne). Les deux 
mélanges sont laissés quarante-huit heures a + 2°, puis les préci- 
pités sont centrifugés et lavés deux fois 4 cette température avec 
une solution de NaCl a 0,85 p. 100, les eaux de lavage étant 
chaque fois ajoutées aux surnageants. On obtient ainsi ; 

29,6 cm* de sérum antimouton épuisé (anti-A) ; 

29,2 cm® de sérum anti-P. C. F. épuisé (anti-P. C. F.). 

2,1 em® de chacune de ces solutions correspondent 4 1 cm*® du 
sérum non dilué. On procéde alors 4 l’immunisation des lapins 
suivant le mode habituel, avec : 

2 om*.de'@ P. C.F. L, »‘seuls ; 

2 cm® de « P. C.F. L, » + 2,1 cm? anti-A ; 

2 cm® de « P. C.F. L, » + 2,1 cm? anti-P. C. F. 

Les résultats rapportés dans le tableau VI montrent que si le 
sérum « anti-A » laisse intacte l’activité vaccinante du P. C. F., 
le sérum « anti-P. C. F. » la diminue. 


DiscuSSION DES RESULTATS ET CONCLUSIONS. 


Les expériences exposées ci-dessus permettent d’établir un fait 
certain : l’injection des bacilles charbonneux (avirulents, mais 
vaccinants) vivants, aux équidés (Ane et cheval) confére a leur 


(7) Les petites quantités de sérum dont nous disposions ne nous ont 
pas permis d’essayer le pouvoir protecteur de doses plus grandes que 
Creme: 

(8) Sérum de lapin préparé par injections d’albumines de mouton. 
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sérum la propriété de détruire (ou d’annuler) activité vaccinante 
des filtrats de culture (tableaux I et III). Cette propriété est loca- 
lisée dans les pseudoglobulines (tableau III D). Les résultats 
positifs obtenus avec les euglobulines (tableaux I C, HI B) 
s’expliquent par la contamination de ces fractions par une 
faible quantité de pseudoglobulines puissamment actives, puisque 
des euglobulines reprécipitées perdent totalement leur activité 
(tableau IV). L’injection répétée et prolongée de P, C. F. fort 
a des lapins confére 4 leur sérum la méme propriété (tableau VI). 


Tanteau Vl. — Action neutralisante d’un sérum « anti-P.C.F » 
sur le P.C.F. 


LAPINS SERIE NATURE DES [NJECTIONS RESULTATS 


Témoins. 


(1) Vivants. 
(2) Morts. Le chiffre entre [ ] indique le nombre de jours de survie. 


Les pseudoglobulines des sérums antimicrobiens d’équidés et Jes 
sérums anti-P. C. F. contiennent done les anticorps homologues 
de l’antigéne charbonneux vaccinant. 

L’expérience montre, d’une part, que l’injection 4 des animaux 
de liquide contenant l’antigéne vaccinant (P. C. F.) [2], liquide 
d’cedéme [43], fait apparaitre dans leur sang des anticorps protec- 
teurs, d’autre part, que les sérums ou les fractions de sérums 
d’équidés (pseudoglobulines) contenant les anticorps protecteurs, 
contiennent les anticorps homologues de cet antigéne. Il semble, 
par conséquent, logique de penser que les anticorps protecteurs 
sont les anticorps homologues de l’antigéne vaccinant. Comment 
done certains résultats expérimentaux antérieurs ont-ils pu mettre 
en doute cette assertion qui semble vraie a priori? : impossibilité 
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d’obtenir un sérum protecteur par injection de P. C. F. faible au 
lapin, impossibilité de neutraliser le pouvoir protecteur d’un 
sérum anticharbonneux, soit avec le P. C. F. [4], soit avec 
certains liquides d’cedéme [46]. 

C’est, pensons-nous, une question de quantité. L’immunisation 
d’un animal, en effet, ne nécessite que de trés petites quantités 
d’antigéne (glucido-lipidique typhique 0,1 y pour le lapin [7]; 
anatoxine botulinique 0,06 y pour la souris [9]; anatoxine diphté- 
rique 1 4 2 y pour le cobaye [3], etc.) ; il est done trés probable 
que les doses de P. C. F. ou de liquide d’cedéme utilisées pour 
limmunisation des lapins ne contiennent qu’une trés faible quan- 
tité d’antigéne vaccinant [d’ow les difficultés auxquelles se heurte 
tout essai d’isolement (9)|]. Par contre, la protection passive des 
animaux par injection d’immunsérums (test utilisé pour qualifier 
un sérum anticharbonneux « protecteur ») demande une grande 
quantité d’anticorps protecteurs. Cela explique pourquoi des pré- 
parations d’euglobulines, incapables de protéger les cobayes ou 
jes lapins contre une inoculation charbonneuse expérimentale, et 
par conséquent dites non protectrices possédent néanmoins assez 
(anticorps protecteurs pour neutraliser l’activité du P. C.F. et 
du liquide d’cedéme |6] (10). 

Cette pauvreté en antigéne vaccinant des premiers P. C. F. 
empécha Gladstone d’obtenir avec eux un sérum de_ lapin 
protecteur. ; 

‘Enfin, cette disproportion entre, d’une part, les quantités 
d’antigéne présentes dans le P. C.F. et les liquides d’cedéme 
et, d’autre part, les quantités d’anticorps contenues dans des 
sérums efficacement protecteurs (dans les essais de protection 
passive) expliquent les échecs rencontrés par Gladstone [4] et les 
Américains [46] lorsqu’ils tentérent d’épuiser le pouvoir protec- 
teur des sérums soit par le P. C.F. faible, soit par le liquide 
d’cedéme. Ce dernier était, en effet, dilué dans ces expériences, 
contrairement au liquide d’odéme utilisé par Matsumoto [12], 
avec lequel cet auteur put effectivement neutraliser activité pro- 
tectrice d’un sérum anticharbonneux. 

Puisque l’élimination des antigénes précipités par les euglo- 
bulines n’entraine nullement |’élimination de J’activité vaccinante, 
il faut en conclure que celle-ci ne leur est pas liée, contrairement 
aux conclusions que nous avions tirées [6] des résultats obtenus 


(9) Ceux-ci sont actuellement en cours et feront l’objet d’une publi- 
cation ultérieure. 

(10) G’est sans doute aussi a la présence de traces d’anticorps pro- 
tecteurs dans certains sérums de chevaux supposés « normaux » que 
Von doit attribuer leur légére activité sur Je P. C.F. (tableaux I B 
et ID). 
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avec le liquide d’cedéme et qui s’expliquent maintenant de la 
méme fagon que pour le P. C.F, : contamination des euglobu- 
lines par des traces de pseudoglobulines protectrices. Les faits 
expérimentaux ne justifient donc plus lhypothése d'un gluco- 
proléide vaccinant, que nous avions émise alors avec P. Grabar, 
et la nature de l’antigéne charbonneux vaccinant reste inconnue. 
Les quelques résultats de protection, obtenus avec le précipité 
spécifique polyoside charbonneux-antipolyoside (tableau V A, 
B, C), ne peuvent étre retenus, puisqu’ils restent du méme ordre 
de grandeur que ceux oblenus avec un précipilté ovalbumine- 
anti-ovalbumine préparé au sein d’une solution de P. C.F. 
(tableau V D) et peuvent donc s’expliquer par une trés légére 
adsorption de l’antigéne vaccinant sur le précipilé spécifique. 


PatsuM&. 


1° Les sérums anticharbonneux protecteurs oblenus par injec- 
tion (aux animaux donneurs), soit de bactéridies vivantes, soit de 
filtrats de culture vaccinants (Plasma Culture Fillrates de Glad- 
stone) neutralisent Vactivité vaccinante de ces filtrats. 

2° Cette activité est liée aux pseudoglobulines des sérums des 
équidés, Vactivité observée avec les euglobulines n’étant due qu’a 
leur contamination par de petites quantités de pseudoglobulines. 

3° Il semble raisonnable d’attribuer cette propriété aux anti- 
corps protecteurs, méme lorsqu’ils sont en trop faible quantité 
pour étre délectés par un essai de protection passive. 

4° Certains sérums de chevaux supposés normaux possédent 
a un trés faible degré la méme propriété que les sérums anti- 
charbonneux, probablement par suite de la présence de quelques 
anticorps anticharbonneux protecteurs (dits « naturels »). 

5° Les premiers résultats oblenus avec le « Plasma Culture 
Filtrate » furent identiques a ceux publiés au sujet du liquide 
d’cedéme, mais une étude plus approfondie, rendue possible cette 
fois par l’obtention in vilro de ce nouveau matériel vaccinant, 
aboutit 4 des résultats différents qui complétent les premiers, 
mais ne nous permettent plus d’en tirer les mémes conclusions. 
Les antigénes précipitants ne sont pas responsables de la vacci- 
nation et ’hypothése, émise alors, d’un gluco-protéide vaccinant, 
ne peut plus étre soutenue. 


* 
* 


Ce travail a été effectué au « Lister Institute » de Londres. 
dans le service de Sir P. Fildes, en collaboration étroite avec le 
D* G. P. Gladstone. Je ne saurais assez remercier le premier 
pour son accueil bienveillant et le second pour sa précieuse colla- 
boration, tant matérielle qu’intellectuelle pendant ces vingt-deux 
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mois. C’est a lui que je dois, en effet, en dehors de précieux 
échanges de vues, la préparation bactériologique de tous les 
P. C. F. étudiés, ainsi que la plus grande partie des injections 
aux animaux. 

Mes remerciements vont aussi au Medical Research Council, 
qui a pris totalement en charge ies frais de ce travail : bourse 
personnelle et dépenses de laboratoire. 

Ma reconnaissance est due enfin 4 tout le personnel scientifique 
et technique du service (particuliérement le personnel attaché aux 
animaux) pour leurs suggestions et leur aide au cours de ces 
expériences. 
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TECHNIQUE D'IDENTIFICATION RAPIDE 
DES ENTEROBACTERIACEES 


par Frepy ROLAND et Danretts BOURBON (’). 


(Service de Microbie. générale de UInslitut Pasteur.) 


En France, les coprocultures systématiques ne sont pas entrées 
dans la pratique. Dans les diarrhées de l’enfant et du nour- 
risson, dans Jes épidémies de dysenterie ou de typhoide, au cours 
des intoxications alimentaires, elles constituent cependant le 
seul moyen de déceler le microbe cause de la maladie. Pour étre 
a la portée des laboratoires d’analyse lidentification des germes 
doit étre d’une technique simple, et pour ¢tre utile elle doit per- 
mettre une réponse en quarante-huit heures ; aussi sommes-nous 
d’accord avec Jude [4] sur Vintérét des « Milieux combinés ». 
Russel [2] en 1911 formulait pour la premiére fois un milieu 
donnant deux réponses; récemment nous-mémes [8, 4, 5], 
Brisou [6] et Jude [4] avons insisté sur lutilité de ces milieux 
maintenant nombreux. 


INTERET DES MILIEUX DIFFERENTIELS « MiLreUX COMBINES ». 


‘Les milieux d’isolement sélectifs, employés pour les Entéro- 
bactériacées : milieu de Kauffmann (Le Minor) [7], gélose S.S., 
(Roland) [4, 8] indiquent seulement si les colonies développées 
font ou non fermenter le lactose en vingt-quatre heures sur milieu 
solide. La réduction du matériel et la simplification des mani- 
pulations permettent de reprendre sur chaque plaque de gélose 
sélective non pas une seule colonie, mais plusieurs. En effet, 
sur une plaque de gélose, on peut avoir des colonies pathogénes 
appartenant a des espéces différentes et aussi des colonies de 
germes considérés comme non pathogénes, ne faisant pas fer- 
menter le lactose (Iecalis alcaligenes, Proteus), ou le faisant 
fermenter tardivement en quarante-huit heures ou plus (Proshi- 
gella, Paracdlons). La mise en évidence des caractéres biochi- 
miques importants permet en méme temps le choix des sérums 
a utiliser pour les tests d’agglutination sur lame. On pourra 


*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 8 février 1949. 
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alors donner une réponse présomptive rapide qui oriente le cli- 
. . o° . . . . ? 
nicien, et ]’identification du germe sera poursuivie dans un labo- 
ratoire spécialisé. 


Les MILIEUX COMBINES A EMPLOYER. 


Pour Jude [2], « on utilisera avec avantage des milieux diffé- 
rentiels donnant le maximum de réponse avec le minimum de 
manipulations ». Nous préférons des réponses moins nombreuses, 
mais nous apportant une indication précise .de genre ou d’es- 
péce. Nous donnons, dans le tableau I, une discrimination des 
genres simplifi¢e a lextréme. Les dénominations que nous 
employons sont empruntées a Borman, Stuart et Wheeler [9]. 


TasLEau I. — Entérobacteériacées. 
oRe ie Seeing fb Lae Geta vata. A RAS He ihe fu Colohactrum. 
URER Sewehe tan fylcck pone rs pecs . Proteus. 
Lactose . 2° — eke. Raed D Subs tices Salmonella. 
BUN ODES ar. cae nen Shigella. 
r (Glucose =-@az .2. ... Paracolobactrum. 
Oe pe oie a Glucose + sans gaz. . . Proshigella. 


La fermentation du lactose divise les Entérobactériacées non 
chromogénes en trois groupes. 

Parmi les groupes 2 et 3 la discrimination entre bacilles 
pathogénes et bacilles non pathogénes doit étre faite rapidement. 
L’étude de la production d’uréase permet d’éliminer les espéces 
non pathogénes : les bacilles du genre Proteus et certains Para- 
colons décomposent l’urée en milieu tamponné, Les bacilles qui 
ne produisent pas d’uréase en milieu tamponné, a part quelques 
Paracélons, sont des germes pathogénes appartenant aux genres 
Salmonella, Shigella ou Proshigella, distingués facilement les 
uns des autres par l’étude de la fermentation du glucose (avec 
ou sans gaz) et celle de Ja mobilité. I] faut done grouper les réac- 
tions donnant ces réponses dans le moins de milieux possible. 
Littmann [40], un des premiers, a étudié les méthodes les plus 
rationnelles pour l’identification des Entérobactériacées. 

Jude dans un article récent [2] emploie : 

Un milieu a deux sucres (lactose-glucose) et indicateur d’H,S, 
modification apportée par nous [3] au milieu 4 trois sucres de 
Hajna [44]. 

Un milieu de mobilité [412], qui lui sert en méme temps de 
milieu de recherche pour |’indol. 

Un milieu a deux sucres (mannite-saccharose) [43] intéressant 
pour la différenciation des especes du genre Shigella et Pro- 


shigella. 
Un milieu de recherches de production d’uréase (Fergusson et 


348 ANNALES DE L’INSTITUt PASTEUR 


Hook) [44], qui lui sert une fois donnés les résultats des autres 
milieux différentiels et pratiquement pour différencier les para- 
lyphiques B des Proteus. 

Nous-mémes avons employé 

Un milieu A deux sucres et indicateur d’H,5 ; 

Un milieu de mobilité ; 

Un milieu d’étude de luréase. 

On voit que Jude, a notre méthode d identification [8, 4] 
ajoute le milieu a deux sucres de Kendall et Ryan [43]. A notre 
avis, si l’étude de la mannite est essentielle pour le genre 
Shigella, étude de la fermentation du saccharose est a rejeter 


TaBLeau II. 


Glucose 


Alc. fecalis 


Sh. dysenterix 

Sh. p radysenterie Newcastle . 
Sh. paradysenterce flexneri . . 
Sh. sonnei 

Sal. gallinarum .. . 

Sal. pullorum 

Sal. lyphr 

Sal. paralyphiA. . . 

Sal. paralyphi B 

Aerobacler aerogenes... ... 
Aervubucler cloace Pe eee 
Pauracolon aerobacer. ..... 


+4++++ 44+ + 
i AE ae Se 
of + 

we ee Pee © & 


Sh. ambiqua 

Paracolon anaerogenes 

Sh. paradysenterie Manchester. 
Sh. pwady enteriz flraneri. . . 
DIES GURULESCENS natn. ols as gsc 
Sh. dispar 

Escherichia coli 

Escherich a intermédiaire. . . . 
Paracolon escherichia 

Paracolon intermédiaire . 


| 
cas eS 

+ 
aii eos a ee 
LEB oe a er 


i. 
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Paracolo» aerobacter 
Paracolon escherichia 
Proteus mirabilis, . . , 
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[+] [++ teteette lh) ttt eettdtd || || sannite 
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03 93 59 
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Proteus morgani 
Proleus rellyei ai 
Pro/eus vulgaris 


+++ 4 
_ 
3S 


—, urée non utilisée indol non produit, immobile, glucides non fermentés; 


= ‘i : : sca! urée utili 
production d'indol, mobile, glucides utilisés; L, lentement; eens atts tilisée, 
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pour une identification rapide ; c’est juslement le sucre que nous 
avons supprimé du milieu de Hajna. Le saccharose est ajouté 
pour éliminer des Paracdlons et les Proteus ; mais certaines 
espéces de ces deux genres ne fermentent pas le saccharose 
(Neter) [45], d’autre part, Shigella alkalescens, lorsqu’elle est 
fraichement isolée, peut faire fermenter le saccharose. On peut 
étudier la fermentation de la mannite dans le milieu de mobi- 
lité, en y ajoutant ce sucre et un indicateur de réaction. La man- 
nite est un sucre important pour I’étude des Shigella et des Pro- 
shigella, bacilles qui font fermenter les sucres sans gaz ; l’inter- 
prétation de la mobilité ne sera done pas génée par |’adjonction 
de ce sucre. 

Avec M™*® Szturm [5] nous avons mis au point un milieu qui 
permet d’étudier la production d’uréase et d’indol par les colo- 
nies isolées sur les milieux sélectifs ; au bout de quatre a cing 
heures, l'urée est décomposée ou non et, dans ce deuxiéme cas, 
la culture obtenue nous sert 4 ensemencer les autres milieux 
combinés : 

Milieu & deux sucres (lactose-glucose) et indicateur d’H,S. 

Milieu mobilité mannite (2/00). 

Ces trois milieux nous permettent d’identifier les genres et 
méme les espéces des Entérobactériacées. En groupant les 
réponses nous établissons 29 schémas différents (tableau II). 
Chaque schéma correspond 4 une espéce, mais une espéce peut 
avoir plusieurs schémas. 


CONCLUSION. 


Nous avons essayé de montrer les avantages des milieux diffé- 
rentiels, de discuter des meilleurs d’entre eux. L’utilisation du 
milieu urée-tryptophane pour repiquer les colonies isolées sur 
milieu sélectif sert de base 4 notre technique en éliminant trés 
rapidement les germes non pathogénes. 
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ACTION DE L’ACRIFLAVINE SUR LES LEVURES 


1. — LA MUTATION «PETITE COLONIE » 


par Boris EPHRUSSI, Hettns HOTTINGUER et Anne-Marie CHIMENES. 


(Unstitut de Génétique du C. N. R.S. 
et Institut de Biologie physico-chimique, Paris.) 


INTRODUCTION. 


La littérature biologique contient des données nombreuses sur 
les variations héréditaires induites chez les Levures. Des mutations 
auraient été provoquées par le froid, la chaleur, des produits chi- 
miques variés et par les radiations. La plupart, sinon ]’ensemble 
de ces résultats, sont cependant sujels a critique et laissent entiers, 
d’un coté, le probleme du mode d’origine des varialions observées 
(qui peuvent étre attribuées aussi bien a une sélection, en présence 
de agent expérimental, de mutants spontanés, qu’a l’induction de 
mutations par cet agent) et, de l'autre, celui de la nature des varia- 
tions, décrites sous les noms plus ou moins définis de « mutants », 
« variants » ou encore de « saltants ». 

Les recherches récentes de Winge (1935) et Winge et Laustsen 
(1987), ont montré la possibilité d’isoler et de croiser des lignées 
haploides de levures. Elles mettent ainsi 4 la disposition du cher- 
cheur un matériel favorable 4 la détection des mutations et lui 
fournissent la possibilité d’appliquer aux levures la technique clas- 
sique de localisation et d’analyse du patrimoine héréditaire : le 
croisement. D’un autre cdté, Ja littérature microbiologique s’est 
enrichie, au cours des derniéres années, de toute une série de tra- 
vaux théoriques qui ont mis en relief les difficultés inhérentes aux 
travaux sur les mutations des micro-organismes et formulé un 
certain nombre de desiderata que doit satisfaire l’expérimentation 
pour conduire a une démonstration rigoureuse de |’induction de 
mutations (Cf les revues de Luria, 1947 et Lederberg, 1948). 

Ce sont ces faits qui nous ont incités 4 reprendre sur les levures 
le probléme de l’induction expérimentale des mulations, par vole 
chimique en particulier. Parmi les corps dont l’action nous parut 
intéressante A examiner, nous avons choisi tout d’abord les acri- 
dines, parce que leur pouvoir bactéricide bien connu semble étre 
da a leur capacité de combinaison avec les nucléotides (McIlwain, 
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1942). Or, tout semble indiquer 4 l’heure actuelle que les acides 
nucléiques font partie intégrante du substratum héréditaire des 
organismes. I] nous a done paru possible que la culture des 
levures en présence d’acridines, puisse conduire, par l’intermé- 
diaire de la déviation expérimentale du méltabolisme des acides 
nucléiques, 4 des changements de la constitution de leur substra- 
tum héréditaire, c’est-a-dire 4 des mutations. 

L’action de l’acriflavine conduit effectivement 4 une transfor- 
mation héréditaire des levures. Cette transformation parait inté- 
ressante a plus d’un point de vue et son étude génétique, physio- 
logique et biochimique est actuellement poursuivie par plusieurs 
chercheurs. L’ensemble de ces travaux, sur lesquels une mise au 
point a récemment été publiée par l’un de nous (Ephrussi, 1949), 
paraitra sous le titre général ci-dessus. 

Le présent travail, premier de la série, est consacré principa- 
Jement a Ja description de la transformation que l’on observe sous 
l’action de l’acriflavine et & la démonstration de sa nature idio- 
typique. Les fails rapportés poseront, & propos de la transfor- 
mation décrile, les deux probleémes mentionnés plus haut : celui 
de son mécanisme et celui de la nature génétique des produits de 
la transformation. Le dernier de ces problémes sera abordé dans 
le Il® mémoire qui relatera les résultats de l’étude génélique des 
levures transformées, L’étude du mécanisme de la transformation 
sera abordée dans le présent mémoire, mais le début d’analyse qui 
sera donné fera apparaitre la nécessité dune étude beaucoup plus 
fine. Une étude quantilative de la transformation fera lobjet du 
mémoire VI qui comportera une discussion générale, s’appuyant 
sur l’ensemble des faits présentés, ef du mécanisme de la trans- 
formation et de sa nature génétique. Trois autres publications 
(III, IV, V), dés maintenant prévues, donneront les résultats des 
études physiologiques et biochimiques comparées des Jevures 
normales et mutantes. 


Matériel ET TECHNIQUES. 


Soucnes. — Dans le travail que |’on va lire, les souches sui- 
vantes de levures ont principalement ¢té utilisées 
Souches diploides. — Saccharomyces cerevisie « Boulan- 


gerie II », provenant de la collection du Laboratoire des Fermen- 
tations de l'Institut Pasteur de Paris ; 

S. ellipsoidus « Pouilly II », de méme oriezine. 

Souches haploides. — 59 R : lignée haploide constituée A partir 
d’une ascospore de « Boulangerie II », isolée A Vaide du micro- 
manipiulateur de Fonbrune. 

59 Rp et 59 RA, souches mutantes apparues, la premiére spon- 
tanément, la deuxiéme a la faveur d’un traitement par l’acrifla- 
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vine, dans des cultures de 59 R. (Leur histoire plus exacte est 
déerile p. 355.) Quelques expériences ont été réalisées sur 
S. earlsbergensis (Mrak) qui nous a été envoyée par le D* Spie- 
gelman, de |’Université Saint-Louis (U.S. A.), et sur les souches 
suivantes qui nous ont été données par le professeur O. Winge, 
de Copenhague : 

S. cerevisix « Yeast Foam » (levure de boulangerie américaine). 

S. mandshuricus Saito, 

S. italicus Castelli, 

S. validus Hansen. 

Milieux. — En dehors des .expériences, nos souches ont été 
maintenues 4 la température du laboratoire et sur le milieu dont 
la composition est donnée ci-dessous : 

Milieu aux touraillons gélosé : 


PE UNE eae ES try Wako Gol ge RS nial Neate. st Gr age eee ene te 0,2 g. 
COS Gist tie tite eesti NM CATE, Rohe BE ites ee ve 30 g. 
Phosphratesd ammonium foe 2 2 sii. 206 sane G 2 g. 
SA SOP MAC NORI UNE i sae ee OY cote Zils 80 0.202, 
Hauide touraillons((h). 4 sttak) oot a lees Q. S. 41.000 ems 


Ce méme milieu a été généralement employé dans les expé- 
riences ott un milieu solide élait requis. Les cultures en milieu 
liquide étaient faites dans un milieu qui ne différait du précédent 
que par l’absence de l’agar. Le pH de ce milieu est 5,8-5,9. 

A de rares exceptions prés, qui seront mentionnées dans le texte, 
les expériences ont été conduites a 25° C. 

L’Acriflavine utilisée dans nos expériences est Ja préparation 
commerciale fournie par la maison « British Drug House » : c’est 
un mélange (dans la proportion 2:k, approximativement) des 
chlorhydrates du chlorure de 2 : 8-diamino-10-méthylacridinium et 
de la 2 : 8-diaminoacridine. Nous nous servons d’habitude d’une 
solution mére aqueuse 41 p. 1.000 gardée A l’obscurilé et a la 
glaciére et qui, selon les besoins, est diluée dans les milieux de 
culture. Aux concentrations employées dans la majorité de nos 
expériences, l’acriflavine n’affecte pratiquement pas le pH de 
notre milieu. 

Pour l’estimation de la croissance des cultures, .les techniques 
suivantes ont été employées au cours de ce travail : 

a) La croissance des colonies sur milieu solide (en boites de Petri) 
était suivie par la mesure des diamétres des ombres des colonies 
projetées sur un écran sous un grossissement de x 2. L’emploi 
de ce procédé, que nous savons trés approximalif, se justifie par 
"le fait que les colonies des levures ainsi mesurées sont circulaires, 


(1) L’eau de touraillons est préparée en faisant bouillir, ‘pendant 
vingt minutes, 30 g. de touraillons dans 1 litre d’eau. L’extrait ainsi 
abtenu est filtré avant d’étre additionné des sels, du glucose et de l’agar. 
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plates et d’épaisseur peu variable, et surtout par l'usage trés 
limité qui a été fait des chiffres ainsi obtenus. La taille _des 
colonies dépend a la fois du génotype de la souche et du milieu : 
en particulier, pour une souche donnée et un milieu défini, la 
taille des colonies est fonction de leur densité. Dans les expé- 
riences dont il sera question, les comparaisons n’ont été faites 
qu’entre boites de Petri comportant des nombres sensiblement 
égaux de colonies : 20 a 30 colonies par boite contenant 30 cm* de 
milieu. 

b) Pour le dénombrement des effectifs des cultures en miliew 
liquide, nous avons eu recours soit aux numérations a |’hémati- 
métre, soit aux étalements sur milieu gélosé en boites de Petri. 

L’emploi de cette derniére technique appelle une remarque fort 
importante. L’éltalement sur agar est une technique classique en 
microbiologie, mais dont l’usage ne se justifie réellement que 
lorsqu’une seule cellule se trouve a l’origine de chaque colonie. 
Chez les levures, qui se reproduisent par bourgeonnement, cela 
n’est manifestement pas le cas. Il résulte du mode particulier de 
leur multiplication que les cullures en prolifération active sont 
constiltuées par des groupes ou « paquets » de cellules, dont l’im- 
portance dépend en particulier de la phase de croissance de la 
culture et de la nature génétique de la souche. D’une maniére 
générale, on ne trouve de populations de cellules isolées que dans 
de trés vieilles cultures. Pendant la phase exponentielle de la 
croissance, le nombre de cellules par « paquet » n’exeede d’ha- 
bitude pas 2 4 3 dans les souches diploides; dans les cultures 
haploides, au contraire, les groupes sont généralement beaucoup 
plus importants. Une des raisons du choix de la souche 59 R 
employée dans ce travail a été précisément le fait que les 
« paquets » qu’elle forme sont moins importants que dans beau- 
coup d'autres souches haploides : pendant la phase de croissance 
la plus active, la population est composée surtout de paquets de 
2 cellules, quoique des groupes de 3 et 4 soient fréquents aussi. 
On verra que ces fails introduisent des incertitudes qui nous pré- 
occuperont plus d’une fois. 


LE pHiNOMENE TuDIS. 


Le phénoméne qui constitue le point de départ du présent tra- 
vail, a été observé dés notre premi¢re expérience et se retrouve 
avec une constance parfaite chaque fois que les conditions expé- 
rimentales sont reconstituées, C’est pourquoi nous commencerons 
par donner un compte rendu détaillé d’une expérience type : 

Trois tubes a essai contenant, l’un, 5 cm* de milieu normal 
(tube T), les deux autres 5 cm® de milieu acriflaviné a 1 p. 100.000 
(\ube A-1) et & 1 p. 10.000 (tube A-2), sont ensemeneés avec une 
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goulte d’une culture de quarante-huit heures de la souche 59 R 
et placés a l’étuve a 25°. 

Quarante-huit heures plus tard, ces trois cultures sont diluées 
de fagon a contenir une vingtaine de groupes cellulaires par 
goutte. Plusieurs échantillons (II gouttes) de chacune sont étalés 
sur milieu gélosé en boites de Petri et placés A 25°. 

Des examens quolidiens de ces boites a l’ceil nu montrent que 
les colonies de la culture témoin (tube T) apparaissent quarante- 
huit heures aprés l’étalement. Soixante-douze heures apres celui-ci 
elles mesurent environ 3 mm. de diamétre et A ce moment apparait 
en outre un trés petit nombre (1 p. 100 environ) de nouvelles 


Fic. 4. — A, colonies dela souche 59R 4gées de cing jours; B et C, colonies 
agées de cing jours, formées par la souche 59R ayant proliféré quarante-huit 
heures en milieu acriflaviné & 1 p. 10.000 et 1 p. 100.000, respectivement. 
X 0,31. 


colonies. Enfin, six jours apres l’étalement, la culture présente 
aspect reproduit dans la photographie de la figure 1A qui 
permet de constater la grande uniformilté de taille (environ 6,5 mm. 
de diamétre) et de forme des colonies et la présence d’une petite 
colonie, apparue un jour plus tard et appartenant a un ordre de 
grandeur nettement différent. 

Dans les boites A-2, aucun développement de colonies n’est 
visible 4 l’ceil nu aprés quarante-huit heures. Celles-ci appa- 
raissent trois jours aprés l’étalement de la culture, et six jours 
plus tard elles sont toutes de la taille des rares petites colonies 
ce la culture témoin (fig. 1B) : 

Enfin, dans chacune des boites A-1, quelques colonies font 
également leur apparition quarante-huit heures apres l’étalement, 
mais un nombre plus grand n’apparait que soixante-douze heures 
plus tard Six jours aprés le commencement de l’expérience, on 
constate (fig. 1 C), que les premiéres sont sensiblement de la taille 
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des grandes colonies du témoin, alors que la taille des colonies 
apparues le lendemain est voisine de celle des colonies de la 
culture A-2 (environ 2,5 mm. de diameétre). ; 

La différence de taille entre petiles et grandes colonies est par- 
ticuligrement frappante dans les boiles A-1, ot les colonies des 
deux types se développent les unes a cdté des autres. Les mesures 
des diamétres des colonies au sixiéme jour, dont les résultats sont 
donnés par la figure 2, montrent que les colonies appartiennent a 
deux classes distinctes ; les diamétres, sujets 4 quelques variauions, 


Diamétre (mm.) 


Fic. 2. — Courbes de variation des tailles des colonies de la levure acrifla\ inée. 
Points, grandes; cercles, petites; ordonnee, fréquence; abscisse, diamétre des 
colonies 


se groupent sans chevauchement autour de deux moyennes nelte- 
ment différentes [6,5 mm. et 3 mm. au sixiéme jour] (2). Cette 
différence de taille des colonies persisle jusqu’a la fin de la crois- 
sance qui s’arréte, dans les conditions de l’expérience, au bout de 
quinze 4 vingt jours. Ajoutons que les cellules qui composent les 
petites colonies sont légérement plus petites que celles qui cons- 
tituent les grandes. Mais leurs dimensions moyennes (4,5 a 5,5 u. 
et 647 p, selon l’expérience) sont cependant plus rapprochées que 
celles des colonies elles-mémes. 

Des résultats semblables ont été obtenus avec plusicurs autres 


(2) Il faut noter en outre que quelques-unes des grandes colonies 
présentent des contours irréguliers qui nous les ont fait appeler 
« colonies festonnées. » Nous les retrouverons plus loin (voir p. 361). 
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souches haploides, issues d’ascospores isolées d’asques de Bou- 
langerie II et de Yeast Foam. 

Le traitement par l’acriflavine d’une population de cellules de 
levure conduit done rapidement A une transformation de celle-ci. 
Si la concentration d’acriflavine est suffisamment élevée, la trans- 
formation porte sur la population enliére qui est alors composée 
uniquement de cellules plus petites, qui proliférent plus lentement 
et forment des colonies de taille finale réduite. Seule la propor- 
tion de cellules de ce type est fonction de la concentration d’acri- 
flavine. La taille des colonies en est au contraire indépendante : 
aucun terme de passage n’est en effet observé entre les grandes 
colonies du témoin et les petites de la culture acriflavinée. 

Cette discontinuité suggére immédiatement que les petites 
colonies représentent une variation idiotypique plutot qu'une modi- 
fication transitoire, c’est-a-dire phénotypique, sous l’influence de 
Vacriflavine. Ceci se trouve effectivement confirmé par l’étude de 
la descendance végétative des petites colonies. 


PERMANENCE DU CARACTERE ( PETITE COLONIE »). 


Afin de voir si la différence de taille entre les petites et les 
grandes colonies persiste au cours des générations cellulaires 
successives, plusieurs expériences ont été réalisées, dans lesquelles 
les tailles coloniales ont été mesurées aprés des nombres crois- 
sants de passages en milieu liquide. 

Dans une expérience, par exemple, trois colonies ont élé pré- 
levées et ensemencées en milieu liquide : lune était une grande 
colonie d’une culture-témoin (souche 59 R), Vautre 59 Rp) une 
« petite » trouvée dans la méme culture, la troisiéme (59 RA) une 
des nombreuses petites colonies qui se sont développées a la suite 
d’un traitement de vingt-quatre heures par l’acriflavine a 
1 p. 50.000 de la souche 59 R. Ces cultures, qui sont a Vorigine 
des souches de méme nom mentionnées p. 352, ont élé ensuite 
repiquées toutes les vingt-quatre heures par ensemencement de 
nouveaux tubes de 5 cm’, avec une anse de culot de la culture. 
Dans ces conditions, et a 25°, il se produit environ six généralions 
cellulaires en vingt-quatre heures. De temps en temps, des échan- 
tillons des trois cultures étaient étalés sur milieu gélosé selon la 
technique précédemment décrite et leur croissance suivie de jour 
en jour par la mesure des diamétres de 20 4 30 colonies. 

Une partie des résultats de cette expérience est donnée par la 
figure 3 qui montre tout d’abord une légére diminution de l’écart 
entre les courbes de croissance des grandes et des petites colonies 
entre le 3° et le 53° passage, diminution qui est due a la réduction 
du retard de l’apparition des derniéres et que |’on observe tou- 
jours entre le 1° et le 20° passage. Les mesures effectuées au cours 
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des repiquages ultérieurs montrent la persistance des différences 

entre les tailles finales des grandes et petites colonies (quelle que 

soit l’origine des derniéres). Une légére diminution de cet écart est 

4 noter, mais nous allons voir plus tard qu’elle n’est pas indi- 

cative d’un retour progressif a la forme normale, car elle n’est pas 
\ 
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Fic. 3. — Courbes de croissance des colonies des souches 59R (points), 59RA 
(cercles) et 59Rp (croix) aprés 3, 53, 167 et 266 passages en milieu liquide 
normal; ordonnée, diamétre moyen des colonies en millimétres ; abscisse, temps. 


accompagnée du rétablissement des caractéristiques biochimiques 
fondamentales (voir mémoire V). Nous pouvons done conclure que 
le caractére « petite colonie » s’est maintenu au cours de 266 
passages, cest-a-dire apres plus de 1.600 générations cellulaires. 

L’expérience particuli¢re qui vient d’étre déerite a été choisie 
parce qu'elle comporte le nombre le plus élevé de passages que 
nous avons fait subir aux levures acriflavinées. D’autres, moins 
prolongées, ont donné des résultats semblables (un autre exemple 
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en sera donné p. 363). Notre exposé serait cependant incomplet si 
nous ne signalions pas a cet endroit des cas différents. En effet, 
si on préléve un grand nombre de petites colonies qui viennent de 
se former a la suite d’un traitement par l’acriflavine, si on les 
suspend dans du milieu liquide et si on réétale dans des boites de 
Petri des échantillons de ces cultures, soit immédiatement, soil 
aprés quelques passages, on constate qu’a coté des lignées qui ne 
forment que des petites colonies, il en existe d’autres, beaucoup 
moins nombreuses, semble-t-il, qui forment un mélange de petites 
et de grandes colonies. Bien plus: le réétalement des petites 
colonies provenant d’un tel mélange, conduit souvent a son tour 
au développement d’un mélange de colonies des deux types. 
Dans certains cas par conséquent, les petites colonies repré- 
sentent un type cellulaire parfaitement stable que nous sommes en 
droit de considérer comme le produit d’une mutation. L’irréver- 
sibilité de celle-ci, suggérée dans ces cas par Je maintien du carac- 
tére mutant au cours de trés nombreux passages, appelle cepen- 
dant quelques réserves qui seront formulées dans la Discussion. 
Nous y discuterons également la signification des « réversions ». 


MECANISME DE LA TRANSFORMATION. 


Quel est le mode d'origine des mutants qui forment les petites 
colonies et qui remplacent, a la faveur du traitement par l’acri- 
flavine, les levures normales ? L’allure du phénoméne, en parti- 
culier sa rapidité et son caractére massif, suggérent qu’il s’agit de 
Vinduction d’une mutation par l’acriflavine. Mais la_ présence, 
dans les cultures normales, d’un petit nombre de colonies phé- 
notypiquement semblables (3) a celles qui, en présence d’acri- 
flavine, se développent en grand nombre (ou uniquement), oblige 
a se demander si l’action de cet agent n’est pas purement sélective. 
En d’autres termes, l’action de lacriflavine est-elle réellement 
mutagéne ou se limite-t-elle 4 la sélection d’un mutant spontané, 
moins sensible que la forme normale a son action toxique ? Le 
fait méme que l’action de l’acriflavine se traduit par le remplace- 
ment d’une forme par l’autre, s’oppose a la détermination directe 
de leurs sensibilités relatives. En labsence d’une preuve directe 
contraire, nous sommes donc contraints d’envisager la possibilité 

1 

(3) Au moment ot les expériences qui seront relatées ci-dessous ont 
été entreprises, la petite taille finale des colonies était la seule carac- 
téristique connue de ces mutants. Les travaux ultérieurs (voir 
mémoires III, IV, V) ont permis de relier ces caractéristiques de 
croissance 4 des déficiences physiologiques précises qui différencient les 
mutants de la forme normale. D’un autre cété, rien ne permet jusqu’ici 
de différencier les mutants spontanés de ceux qui apparaissent, en 
grand nombre, en présence d’acriflavine. 
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que les phénoménes observés s’expliquent par une plus grande 
sensibilité a l’action de l’acriflavine de la forme normale et d’un 
avantage sélectif de la forme mutante en présence de ce corps ; 
et nous devons reconnaitre que les expériences décrites au début 
de ce travail offrent des conditions excellentes pour une sélection 
de cette sorte. Il est en effet concevable que, dans les expériences 
de ce type, l’action de l’acriflavine consiste simplement dans 1’éli- 
mination rapide et sélective des cellules qui, normalement, sont a 
lorigine des grandes colonies, et que seules continuent a se mul- 
tiplier les cellules mutantes, présentes dans la population inoculée. 
Cette forme la plus simple de Vhypothése de sélection — hypo- 
these de sélection des mutants préexistants, — peut étre mise a 
l’épreuve en arrangeant l’expérience de facon a pouvoir tracer 
lorigine des colonies aux diverses cellules inoculées dans le 
milieu acriflaviné. Cette condition peut étre réalisée en étalant des 
échantillons égaux d’une culture soit sur du milieu gélosé normal, 
soit sur du milieu gélosé acriflaviné. Chaque colonie étant formée 
par les descendants directs d’une cellule (ou d’un petit groupe 
cellulaire) de la population étalée, on peut ainsi vérifier une consé- 
quence numérique de l’hypothése formulée : si toutes les petites 
colonies formées en milieu acriflaviné dérivent des mutants pré- 
existants, leur nombre doit étre égal au nombre de mutants spon- 
tanés trouvés dans le témoin et, par conséquent, inférieur au 
nombre total de colonies formées par celui-ci. 

Plusieurs expériences de ce type ont été réalisées en étalant des 
volumes égaux d’une culture de vingt-quatre heures de la 
souche 99 R dans chacune d’une série de boites de Petri contenant 
soit 80 cm* de milieu gélosé normal, soit 30 em* du méme 
milieu additionné d’acriflavine & des concentrations variées. 
Aprés quelques jours de croissance a 25°, les colonies étaient 
dénombrées. 

L’examen des chiffres des trois premiéres colonnes du tableau I 
qui résume les résultats de trois de ces expériences, montre que 
le nombre total de colonies qui se développent sur les différents 
milieux est sensiblement constant. Le pourcentage de petites 
colonies sur Jes milieux contenant de 1 p. 1.000.000 a 1 p. 500.000, 
reste du méme ordre de grandeur que celui du témoin, puis, a 
parr d’une concentration d’acriflavine de 1 p. 300.000, passe 
brusquement a 100 p. 100: la mutation s’est done produite ici 
dans chacun des groupes cellulaires qui constituent une colonie 
isolée. Il est parfaitement évident que l’expérience ne vérifie pas 
Vhypothése de sélection de mutants préexistants, 

Nous ne ferons que signaler en passant un fait sur lequel nous 
reviendrons longuement ailleurs : dans les concentrations d’acri- 
flavine comprises entre 1 p. 1.000.000 et 1 p. 300.000, la majeure 
partie des colonies présentent un aspect trés particulier : leur 
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TasLeAu I. — Action de l'acriflavine en milieu gélosé. 
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N, nombre de colonies dans les boites Petri; p. 100, pourcentage de petites colonies. 
Le nombre de boites de Petri, pour chaque concentration .acriflavine esi de 4 dans l’ex- 
périence XIV, de 5 dans l’expérience XIII et de 2 dans l’expérience XV. 


surface est irréguliére et leur contour dentelé. Nous les appel- 
lerons « colonies festonnées ». La dissociation de ces colonies, 
suivie du réétalement de la suspension sur milieu gélosé normal, 
fournit un mélange de grandes et de petites colonies : elles sont 
done composées d’un mélange de deux types cellulaires. 


RELATION ENTRE LA MUTATION ET LE PROCESSUS DE BOURGEONNEMENT. 


Dans les expériences décrites jusqu’ici, les levures étaient 
soumises a l’action de l’acriflavine dans des milieux nutritifs, 
c’est-a-dire dans des conditions favorables a leur prolifération. La 
multiplication cellulaire est-elle une condition nécessaire de la 
transformation ? Plusieurs expériences destinées 4 répondre a 
cette question ont été réalisées et ont donné des résultats concor- 
dants. Les résultats de l’une de ces expériences seront présentés 
en détail. 

Les cellules d’une culture de la souche 59 R agée de trois jours, 
culture dans laquelle la multiplication cellulaire est arrétée, sont 
réparties par fractions égales respectivement dans les quatre 
milieux suivants : 

1° Ringer. 

2° Ringer acriflaviné 4 1 p. 100.000. 

3° Milieu a l’eau de touraillons. 

4° Méme milieu, acriflaviné 4 1 p. 100.000. 

Les tubes sont portés 4 l’étuve 4 28°. Des numérations a l’héma- 
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limétre sont faites au départ, puis, six et vingt-trois heures plus 
tard, sur des échantillons pris dans chacun des tubes. Elles sont 
suivies d’étalements en boites de Petri qui permettent de déterminer 
la proportion de « grandes » et de « petites ». Chaque étalement 
est fait sur 10 boites de Petri avec 0,1 cm® de suspension par boite. 
Les numérations A l’hématimétre sont destinées a établir : 1° le 
nombre de groupes cellulaires, dont on déduit la dilution a faire 
pour les étalements ; 2° le nombre de cellules qui permetira de 
juger de la multiplication des levures. 

Le tableau II donne les résultats de cette expérience. I] montre 


TasLeau Il, — Action de lacriflavine en milieu nutritif 
et non-nutritif. 


MILIEU NON-NUSRITIF MILIEU NOTRITIF 
Témoin Acriflayving Témoin Acriflaviné 
N n |p. 100} N]n |p. 100) C N |» {p. 100} N | n Ip. 100 C 
Au départ (1).|1.859 | 7/ 0,4) 972 
6 h. & 28° 481} 5|4,0}4 047 | 478) 2] 0,4 /4.036 | 486) 3] 0,7)3.488 | 436) 24) 4,9)2.6 
23 h. & 28°. 530 | 3] 0,6{t.019 | 438] 4 | 0,9 |4.200 | 383) 3] 0,8)/8 650 | 449) 120) 44,6)8.4 
| 


(1) Les valeurs données sur cette ligne sont les mémes pour les quatre tubes. 
N, nombre total de grandes colonies dans les boites Petri; n, nombre de petites; p. 100, pourcentage + 
petites colonies; C, nombre de cellules, en milliers par 0,1! cm’, d'aprés les numérations 4 l’hématimatre. 


clairement que, dans un milieu qui permet la prolifération des 
Jevures, Vaction de l’acriflavine est perceptible (4,9 p. 100 de 
« petites », au lieu de 0,5-1,0 p. 100 du témoin) dés que les cellules 
ont accompli une a deux « divisions », et est manifeste (44,6 p. 100 
de « petites ») au bout de trois générations cellulaires (4). Au 
contraire, méme un séjour prolongé des levures dans un milieu 
acriflaviné dépourvu des éléments nécessaires 4 leur multiplication, 
ne conduit pas a Vaugmentation du pourcentage des colonies 
mutantes. 


oi al _ a ‘ . ys a Pl 
ACTION DE LAC RIFLAVINE SUR LES LEVURES DIPLOIDES. 


Le choix de levures haploides pour les expériences décrites 
ci-dessus a été dicté par la facilité de détection de mutations 
géeniques, plus grandes chez les haploides que chez les diploides 


(4) La preécocité de Varrét de multiplication est due ici & Vimpor- 
tance de linoculum. 
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Cependant, la transformation que nous avons observée sous l’action 
de l’acriflavine présente un certain nombre de traits si étrangers 
aux mutations géniques connues qu’il nous a paru intéressant de 
reproduire un certain nombre d’expériences avec des souches 
diploides. Sans entrer dans les détails de ces expériences, nous 
en donnerons briévement les résultats. 

1° L’étalement de la souche diploide Boulangerie IJ sur agar 
acriflaviné conduit a la formation de petites colonies dans les 
mémes conditions que pour la souche 59 R (qui, en s’en souvient, 
a été isolée d’un asque de Boulangerie II). Deux expériences ont 
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Fic. 4. — Courbes de croissance des colonies des souches normale (points) et 
acriflavinée (cercle) de Saccharomyces ellipsoideus « Pouilly II » aprés 1 et 66 
passages en milieu liquide normal, ordonnée, diamétre moyen des colonies 
en millimétres; abscisse, temps. 


été réalisées simullanément sur les deux souches, et la compa- 
raison des colonnes 2 et 4 (Expérience XIII) et 2 et 5 (Expé- 
rience XV) du tableau I montre que la transformation se produit 
sensiblement a la méme concentration pour les deux souches (5). 
On notera par ailleurs la présence dans les cultures diploides 
témoins de « petites spontanées ». La proportion de celles-ci est, 
semble-t-il, un peu inférieure 4 celle observée dans les cultures 
haploides. 

2° Un traitement par l’acriflavine en milieu liquide de S. ellip- 
soideus « Pouilly II » a été suivi d’isolemént d’une petite colonie. 


(5) Seule la zone des concentrations ot. se forment les colonies fes- 
tonnées est plus étroite pour les levures diploides, ce qui semble indi- 
quer une résistance légérement plus grande 4 l’acriflavine. 
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Celle-ci est & lorigine d'une souche qui a subi de nombreux pas- 
sages en milieu liquide normal avec, de temps en temps, étalement 
en boites de Petri et mesure de la croissance des colonies. Les 
résultats des mesures effectuées aux premier et soixante-sixiéme 
passage (fig. 4) montrent indubitablement le maintien du caractére 
mutant. 

~ 3° En outre, la méme transformation, sous Vaction de lacrifla- 
vine, a été obtenue dans les cultures diploides de S. cerevisiz, 
souche « Yeast Foam », de S. carlsbergensis, S. mandshuricus, 
S. italicus et S. validus. Dans toutes ces espéces, on observe, du 
reste, la présence de mutants spontanés du méme type que ceux 
qui prédominent dans les cultures acriflavinées. 


Discussion. 


Comme il a été indiqué dans l’introduction, nous différerons au 
mémoire VI la discussion générale des deux principaux problémes 
posés par les observations précédentes, a savoir du probleme du 
mécanisme de la transformation des populations de levure sous 
action de l’acriflavine et de celui de la nature génétique des 
mutants. Dans ce qui suit, nous nous limiterons simplement 
a relever les quelques éléments relatifs & ces problémes qui se 
dégagent dés maintenant et qui devront ullérieurement contribuer 
& celle discussion. 

1° On a vu que Ja mutation « petite colonie » peut étre obtenue 
aussi bien chez les levures haploides que chez les levures diploides 
de plusieurs espéces. Le phénoméne de transformation, que nous 
avons décrit, présente donc une trés grande généralité. 

Dans toutes les espéces citées nous avons observé la présence 
de mutants spontanés du type qui nous intéresse ici. Dans les 
populations en équilibre, leur proportion est de ordre de 1 p. 100 
et il est quelque peu étonnant de constater que leur présence 
universelle dans les populations de levures n’ait jamais été décrite. 
Nous attribuons ce fait 4 Vusage, encore trés répandu dans les 
études sur les levures, de « colonies géantes », c’est-d-dire de 


colonies qui ont pour point de départ de grands nombres de 
cellules. 


2° Un premier trait saillant de la transformation subie par les 


levures sous l’action de l’acriflavine est sa spécificité. Ce sont. 
en effet, toujours les mémes mutants qui prédominent dans les 
cullures acriflavinées, ce qui est attesté, comme il sera démontré 
plus tard, non seulement par ces grossiéres caractérisliques des 
populations que sont le taux de croissance et la taille limite des 
colonies, mais également par les détails de leur constitution bio- 
chimique (voir mémoires IV et V). Si lexpérience doit condure 
i la conclusion que la transformation des populations de levure 
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en présence dacriflavine repose sur une véritable action mutagéne 
de cette substance, on se trouvera en présence d'une spécificité 
d’action qui n’a d’égale que celle des « principes transformants » 
extrails des pneumocoques. 

3° La seule expérience, décrite dans ce mémoire, relative au 
dilemme : sélection ou induction de mutations? a fourni une 
réponse négative claire concernant la forme la plus simple de 
Vhypothése de sélection : celle de sélection de mutants préexistant 
dans la population inoculée. Mais elle n’exclut pas des modalités 
plus complexes de sélection. Il reste entiérement possible que, 
dans les expériences avec l’agar acriflaviné, chacun des groupes 
cellulaires inoculés, quoique constitué par des cellules normales 
et sensibles a l’action toxique de l’acriflavine, se multiplie cepen- 
dant suffisamment en présence de cette substance pour donner 
naissance 4 une cellule mutante, plus résistante a l’action de |’ acri- 
flavine, qui serait le point de départ de la petite colonie mutante 
que l’on observera en fin d’expérience. Cette nouvelle hypothése 
cadrerait évidemment avec des nombreux cas décrits dans la litté- 
rature microbiologique récente. Elle fournirait une explication 
simple de la spécificité de la transformation sur laquelle nous 
venons d’insister, et du fait que cette derniére soit si strictement 
lige a la multiplication cellulaire. Enfin, elle rendrait compte d’un 
second trait remarquable de Ja transformation : son caractére 
massif, qui ressort particuliérement des expériences sur agar acri- 
flaviné ot la méme mutation apparait dans chacun des groupes 
cellulaires qui forment le point de départ des colonies indi- 
viduelles. 

En revanche, l’hypothése de sélection exige un taux de muta- 
tions spontanées trés considérable et peu commun aux mutations 
géniques. Sa vérification requiert une étude quantitative détaillée 
des phénoménes décrits ci-dessus. Cette étude fera lobjet du 
VI° mémoire. 

4° Une derniére question doit étre posée ici. La mutation étudiée 
est-elle irréversible ? A premiére vue, les expériences décrites 
p. 857 et 359 (repiquages en série des mutants), indiquent qu’il en 


vest indubitablement ainsi. Nous savons, en effet, aujourd’hui que 


les cellules normales ont un avantage sélectif sur les mutants 
(Cf. mémoire VI) et il parait certain que, si des mutations 
réverses s’étaient produites au cours des passages effectués, les 
cellules normales seraient rapidement devenues prédominantes 
dans nos cultures. Cette conclusion apparait cependant moins 
évidente lorsqu’on se rend compte qu’a chaque repiquage un 
échantillon relativement restreint de Ja population est transféré 
dans le nouveau milieu et qu’il suffit que la mutation réverse soil 
trés rare pour qu’elle ait des chances considérables d’échapper a 
la détection dans des expériences du type décrit. A vrai dire, nous 
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ne pensons pas que cela ait été le cas dans nos expériences : le 
nombre de passages que nous avons effeclués constitue, nous 
semble-t-il, une garantie suffisante pour que méme une reversion 
rare ait été décelée. I] nous parait vraisemblable que les mutants, 
que nous avons ainsi examinés, représentent un état parfaitement 
stable, état qui, dans notre esprit, est le terme final et irréversible 
dune transformation qui comporte des états intermédiaires réver- 
sibles. Comme il a été dit p. 359, nous avons, en effet, observe 
que le réétalement de petites colonies de formation récente conduit 
quelquefois au développement d’un mélange de petites et de 
grandes colonies. Dans de tels clones des « réversions » au type 
normal s’étaient done produites. Mais l’estimation précise de la 
proportion de lignées mutantes, qui redonnent des « grandes » 
dans leur descendance végélative, est compliquée par les erreurs 
d’échantillonage que nous avons signalées plus haut. Tout ce que 
Yon peut dire, c’est que ces « réversions » semblent étre beau- 
coup plus fréquentes dans les lignées de « petites » qui résultent 
d’une transformation récente : sinon on ne comprendrait pas que 
la méme technique de repiquage n’ait jamais révélé de « réver- 
sions » au cours des centaines de passages que nous avons fail 
subir a eertaines lignées. 

Nous croyons done qu’a .colé des « petites » stables, i] existe 
des « petites réversibles », mais nous devons reconnaitre que le 
fait, que les colonies sont formées a partir de « paquets » de cel- 
lules plutot qu’a partir de cellules individuelles, s’oppose a |’ affir- 
mation qu'il s’agit d’une réversibilité vraie et non du retour a la 
prolifération active de cellules normales (« grandes ») provisoi- 
rement inhibées par l’acriflavine. 


Risumh. 


1° Le traitement par l’acriflavine d’une population de cellules 
de levure conduit rapidement a une transformation de celles-ci. Si 
la concentration d’acriflavine est suffisamment élevée, la transfor- 
mation porte sur la population entiére qui est alors composée 
uniquement de cellules plus petites, qui proliférent plus lentement 
et forment des colonies de taille finale réduite. 

2° Cette transformation est stable. Son maintien a été observé 
dans une lignée au cours de 266 repiquages, c’est-d-dire pendant 
plus de 1.600 générations cellulaires. 

3° La transformation ne se produit qu’a Voceasion du bour- 
geonnement. 

4° Elle peut étre obtenue aussi bien dans les lignées haploides 
que diploides. 

5° Des formes présentant des caractéristiques semblables a 
celles des levures acriflavinées, se rencontrent avee une fréquence 
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de Vordre de 1 p. 100 dans des cultures normales de plusieurs 
espéces de levures. 

6° La transformation de la levure, observée en présence d’acri- 
flavine, peut étre due, soit a l’induction de mutation par cette 
substance, soit a la sélection de mutants spontanés. Des expé- 
riences, effectuées avec des milieux acriflavinés gélosés, indiquent 
qu’il ne s’agit pas de sélection de mutants préexistant dans l’ino- 
culum. Mais l’intervention de formes plus complexes de sélection 
reste possible. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 3 février 1949. 


Présidence de M. Macrou. 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. Lépine : J’ai l’honneur de présenter les « Elementi di Microbio- 
logia Pedologica », L. Macri, éditeur, Florence, 1948, par le professeur 
Onorato Verona, membre de notre Société. 

Dans ce livre, en langue italienne, d’une agréable présentation, notre 
collégue a réuni une masse de notions se rapportant au sol et a sa 
microbiologie. 

L’ouvrage se compose de trois parties. Dans la premiére sont traitées 
les considérations générales sur la formation et la constitution des 
sols, la microbiologie du sol, de l’air et des eaux, ainsi que les notions 
touchant au traitement et a la destinée des eaux usées ainsi qu’da leur 
épuration. 

La deuxiéme partie traite de Ja formation de |’humus et de la miné- 
ralisation des substances organiques, du cycle biologique de l’azote, 
des associations symbiotiques des légumineuses, des processus de nitri- 
fication et de dénitrification ainsi que des types fermentaires aérobies 
et anaérobies qui par l’intermédiaire des microbes du sol jouent un 
role dans la formation du CO?, dans le métabolisme des glucides, de la 
cellulose et des différents éléments chimiques entrant dans la compo- 
sition des plantes. 

La derniére partie traite plus particuli¢rement de la microbiologie 
des plantes, des maladies de ces derniéres ainsi que des maladies dua 
sol, des causes pouvant entraver, favoriser ou améliorer le rendement 
des différents sols principalement par les méthodes microbiologiques 
ou en relation avec les actions bactériennes, 

Une table analytique détaillée facilite au lecteur la recherche des 
points qui lintéressent ; de nombreux schémas et photographies 
illustrent le -texte. 

Ce volume a |]’avantage de réunir une grande documentation qui, 
pour étre en général classique, n’en est pas moins habituellement 
dispersée en une quantité d’ouvrages. Aussi est-il appelé a rendre 
service aussi bien 4 ceux qui veulent s’inilier aux questions de micro- 
biologie pédologique qu’aux spécialistes qui y trouveront nombre de 
données numériques et de renseignements précieux. 
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COMMUNICATIONS 


TRANSMISSION DIRECTE DE L’HOMME A LA SOURIS 
D'UNE SOUCHE DE VIRUS DE LA MALADIE 
DE NICOLAS ET FAVRE (LYMPHOGRANULOMA VENEREUM) 


par J.-C. LEVADITI, P. LEPINE, P. VINZENT et L. REINIE. 


ll est classique en Europe de considérer que la maladie de Nicolas 
et Favre ganglionnaire humaine ne peut étre qu’exceptionnellement 
transmise directement de l’homme 4 la souris. 

Depuis 1932, de tels passages directs furent essayés en vain (1). Les 
seules réussites qui furent signalées sont celles de Wassen (2) et de 
Findlay (3), ce dernier, prélevant du pus ou des ganglions inguinaux 
de malades contaminés en dehors de l’Europe, a réalisé, 4 neuf reprises, 
la transmission directe de l’homme A la souris. Une autre tentative 
plus récente est celle de Bocage, Lépine et Chevé (4) qui ont provoqué 
directement chez la souris une méningo-encéphalite caractéristique, 
transmissible au singe, 4 partir d’une folliculite suppurée du prépuce. 

En Amérique, au contraire, le passage direct de l’homme 4 la souris 
est de réalisation courante et c’est cette technique que conseille 
Rake (5) comme étant la meilleure pour isoler les souches de prove- 
nance humaine. / 

Le fait que la maladie de Nicolas et Favre est actuellement en voie 
d’extinction en Europe, tandis que sa fréquence reste élevée ailleurs, 
permet de croire A une plus grande virulence des souches extra- 
européennes. Le cas suivant vient renforcer la probabilité de cette 
hypothése. 

En octobre 1948, un Sénégalais, originaire de Dakar, qui navigue 
sur bateau américain, vient consulter, au Havre, pour une adénopathie 
inguinale récente, caractéristique de la maladie de Nicolas et Favre, et 
dont la contamination a eu lieu en dehors de |’Europe. 

On préléve a la seringue un demi centimétre cube de pus inguinal 
qui, placé en ampoule scellée, est adressé 4 1’Institut Pasteur. 

Ce pus est dilué dans dix fois son volume d’eau physiologique puis 
inoculé par voie intracérébrale 4 3 souris de race dite « suisse » prove- 
nant d’un élevage francais. Le sixiéme jour aprés l’inoculation, ces 
animaux sont malades, dos courbé, poils hérissés, crises conyulsives, 


(1) CG. Levapit, P: Ravaur, P--Lirine et Mle R.. Scuorx, C. R. Soe. Biol, 
1932, 409, 285. 

(2) E. Wassen, C. R. Soc. Biol., 1933, 444, 493. 

(3) G. M. Finptay, Trans. Roy. Soc. trop. Med., 1933, 27, 35. 

(4) A. Bocacs, P. Liépine et J. Cuevt, Bull. Soe. Fr. Derm, Syph., novem- 
bre 1936, 1660. wee 

(5) G. W. Rakes, in Viral and Rickettsial Infections of Man, de T. Rivers, 
J. B. Lippincot Company, éditeur, Philadelphie, 1945. 
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paralysies. Deux meurent le septiéme jour au cours d’une crise convul- 
sive ; le méme jour, la troisitme souris est sacrifiée agonisante. Apres 
vérification de leur stérilité, les cerveaux des souris sont broyés, mis 
en suspension en eau physiologique et inoculés par voie intracérébrale 
A deux lots de 9 souris, l’un est constitué par des souris dites 
« suisses » de la méme lignée que celles du premier passage, ]’autre 
par des souris non sélectionnées. Toutes les souris « suisses » meurent 
le cinquiéme ou le sixiéme jour. La maladie des souris du second lot 
est moins aigué : 7 d’entre elles meurent entre le sixiéme ct le 
dix-septiéme jour. Les deux derniéres survivent encore. 

Les altérations histologiques observées dans le névraxe de toutes ces 
souris sont caractéristiques de la lymphogranulomatose vénérienne 
méningo-encéphalite histiocylaire diffuse, non suppurative, présence 
de nombreux kystes contenant des granulo-corpuscules de Miyagawa. 

Par la suite, des passages réguliers de souris & souris ont été réalisés 
par voie intracérébrale, le septiéme passage a été fait en janvier 1949 et le 
délai de l’incubation-maladie se prolonge progressivement puisqu’da ce 
passage, 5 des souris inoculées sont mortes du cinquiéme au _ vingt- 
troisiéme jour et 7 survivent encore. 

La souche ainsi isolée est bien une souche de virus de la maladie de 
Nicolas et Favre 

1° Cette souche inoculée par voie intracérébrale & un Cynocephalus 
babuin provoque une méningo-encéphalite lymphogranulomateuse 
extrémement intense transmissible 4 la souris. A partir du cerveau de 
ce singe, il est possible de préparer un antigéne de Frei spécifique. 

2° Cette souche est également pathogéne pour un singe de méme 
espece par inoculation intraganglionnaire. La tuméfaction ganglionnaire 
locale, la virulence des ganglions excisés le septi¢me jour et les alté- 
rations histologiques sont caractéristiques. Enfin Je sérum prélevé le 
vingt-troisiéme jour a permis de réaliser la déviation du complément 
vis-a-vis d’un anligéne lymphogranulomateux suivant la technique de 
Mac Kee, Rake et Shaffer (6). 

3° Avec Ja suspension virulente utilisée pour inoculer Je premier 
Cynocephalus babuin, 2 lapins sont inoculés par voie intracérébrale. 
Tous deux restent en apparence bien portants. Le premier est sacrifié 
le neuviéme jour et on constate dans son névraxe des lésions de 
méningo-encéphalite ainsi qu’une inflammation des plexus choroides 
manifestement en rapport avec le virus de la maladie de Nicolas et 
Favre. Le cerveau du second lapin, sacrifié le vingt-sixiéme jour, tait 
également le siége de lésions caractéristiques, mais dans les deux cas 
tous les passages essayés sur la souris furent négatifs. 

Conclusions ; Il résulte de ces constatations qu’il a été possible, A partir 
du pus d@’un bubon inguinal humain de transmettre le virus de la 
maladie de Nicolas et Favre directement de Vhomme 2 la souris. Ce 
résultat inhabituel en Europe a été obtenu dans des conditions parti- 
culiéres. L’origine du prélévement : marin de race noire contaminé en 
dehors de l'Europe ; Vespece des souris réceptives ; la haute virulence du 


(6) C. M. Mac KEE, G. Rane el M. F. Suarrer, Proce. Soe. exp. Biol. Med., 
1942, 49, 132 et G. W. Rake, in Diagnostic proceedures for Virus and Rie- 
ketlsial Diseases, American Public Health Association, ¢diteur, New-York, 
1948, 
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produit & Vorigine qui s’est atténuée progressivement lors des passages 
de souris 4 souris et qui est confirmée par une certaine sensibilité de 
Vorganisme du lapin, espéce animale réputée non réceptive a la 
maladie, en sont les caractéristiques principales. 

Sachant la grande diffusion de la lymphogranulomatose vénérienne 
dans le Nouveau Monde et sa faible diffusibilité actuelle en Europe, 
c’est bien a la haute virulence de cette souche de provenance extra- 
européenne que parait devoir étre attribuée cette transmissibilité 
directe de l’homme 8 la souris. 


(Umstitut Pasteur, Service des Virus.) 


CULTURE EN PROFONDEUR 
DU BACILLE TUBERCULEUX EN MILIEU DE SAUTON 
ADDITIONNE DE SERUM DE CHEVAL 
ET TITRAGE DE CERTAINS ANTIBIOTIQUES 


par J. SOLOMIDES. 


Les travaux de Drea (1), puis ceux de Youmans (2) ont montré 
que les bacilles tuberculeux en suspension fine et homogéne étaient 
capables de se développer en profondeur dans certains milieux de 
culture synthétiques se rapprochant plus ou moins du milieu de 
Sauton. Nous avons donc repris ces expériences en employant comme 
milieu de culture le milieu de Sauton ordinaire. 

Nous nous sommes vite apercu que dans ce milieu de culture le 
bacille tuberculeux ne se développait en profondeur que difficilement 
et irréguliérement, bien que les ensemencements aient été faits avec 
des doses considérables de bacille tuberculeux : 1 ou 2 mg. de bacilles 
mis en suspension dans l’eau par la méthode classique des ballons 2 
billes de verre. Par contre, en introduisant 1/30 de sérum de cheval 
dans ce méme milieu, nous sommes parvenu a obtenir un milieu de 
culture dans lequel le bacille tuberculeux se développe en profondeur 
avec une extréme facilité. En effet, ce milieu ensemencé avec des 
quantités de bacilles au moins 100 fois plus faibles que dans les expé- 
riences précédentes (0,01 mg.) présente un début de développement 
sous forme d’un faible dépét dés le sixiéme ou septiéme jour. La 
culture est extrémement abondante vers le dixiéme ou douziéme jour. 
Des ensemencements faits avec des doses plus élevées, 1 mg. ou 0,1 mg., 
donnent lieu a une culture beaucoup plus rapide, alors que des ense- 
mencements beaucoup plus faibles de l’ordre de 0,001 mg. ou méme 
de 0,0001 mg. ne donnent naissance 4 un développement appréciable 
que vers le quinziéme ou vingtiéme jour. 

La culture bacillaire ainsi obtenue est, dans tous les cas, grossiére- 


(1) Drea, J. Bact., 1940, 39, 197 et 1942, 44, 149. 
(2) Youmans, Proc. Soc. exp. Biol. Med., 1944, 57, 122; J. Bact., 1946, 
54, 703. 
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ment granulaire ; rassemblée au fond des tubes, elle ne présente 
aucune tendance A se développer en surface, méme aprés des séjours 
prolongés a l’étuve ; repiquée sur milieu de Léwenstein, elle donne 
naissance 4 des colonies bacillaires typiques. 

La suppression de la glycérine dans ce milieu de culture ne semble 
pas entraver le développement du bacille qui y pousse dans les mémes 
délais et aussi abondamment que dans le méme milieu contenant de 
la glycérine. 

De méme, la substitution au sérum de cheval de la fraction V des 
protéines bovines entrant dans le milieu de Dubos, au taux de 1/150, 
n’empéche pas le bacille tuberculeux de se développer abondamment 
dans les mémes délais que dans le milieu de Sauton additionné de 
sérum. 

Les suspensions bacillaires qui nous ont servi 4a ensemencer nos 
milieux de culture ont été obtenues (dans des ballons a billes de verre) 
a partir de cultures sur pommes de terre, dgées de moins d’un mois. 
On prépare une premiére suspension contenant 1 mg. de bacilles par 
centimétre cube, qu’on dilue par la suite dans eau distillée 4 1/10. 
0,1 cm* de cette suspension (0,01 mg. de poids humide de bacilles) sert 
d ensemencer un tube a essai contenant 10 cm* environ de milieu de 
culture. C’est 14 la quantité de bacilles que nous avons systématique- 
ment employée et que nous considérons comme optimum pour le 
titrage des antiBiotiques dans ce milieu de culture, titrage dont nous 
allons maintenant parler. 

Pour chaque substance titrée, nous disposons d’une série de tubes 
a essai (de 17 mm.) contenant environ 9 cm* de milieu de culture (de 
Sauton) additionné de 0,8 cm’ de sérum de cheval conservé au frigi- 
daire et de quantités décroissantes d’antibiotique ainsi que d’au moins 
un tube témoin ne contenant pas d’antibiolique. Tous les tubes sont 
ensemencés avec la méme quantité de suspension bacillaire (0,1 cm* 
contenant 0,01 mg. de bacilles), bouchés au coton et laissés jnclinés 
sur des plateaux a 1]’étuve pendant douze a quatorze jours. Les résul- 
tats sont enregistrés aprés agitation des tubes a essai de facon a obtenir 
une suspension grossiére dans les tubes ot la concentration de ]’anti- 
biotique était assez faible pour permettre un développement bacillaire. 
Les tubes aux concentrations plus fortes restent parfaitement clairs. 

Kn opérant ainsi nous avons titré un cerlain nombre d’antibio- 
liques, dont voici les taux tuberculostatiques : 


TAUX TUBERCULOSTATIQUE 


Paraaminosalicylate de sodium. ....... 4/5 a 1/40.000.000 
Salicylatedoereodium: |) 5.51 viee a see 4/20.000 
Distillat d’huile de ricin : 
a) Solutions alcooliques......... 4/100.000 
b) Solutions aqueuses.......... 1/400.000 
Distillat dhuile de foie de morue : solutions 
alcooliques ou aqueuses.......... 1/30.000 & 1/50.000 


Fractions du distillat d’huile de foie de morue 
en solution alcoolique : 


a) Insaponifiable’ in 4: ise ety pee 430.000 
D) ACIDOR Plas ang cae net eee oe « (47100008 
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Comme on le voit, l’activité antituberculeuse du paraaminosalicylate 
titrée par ce procédé est A peu prés identique A celle trouvée par 
d’autres procédés (3). Notons aussi que le distillat d’huile de ricin solu- 
bilisé dans l’eau par une méthode analogue a celle que nous avons 
employée pour solubiliser les huiles dans l’eau (4), se trouve considé- 
rablement potentialisé et que cette potentialisation semble de méme 
nature que celle subie par les esters éthyliques des acides gras de 
Vhuile de foie de morue (morrhuate d’éthyle) solubilisés dans l’eau 
par le méme procédé et le méme solvant [émulsov 0] (5). 

Quant au distillat d’huile de foie de morue, huile douée d’activité 
thérapeutique remarquable dans l’eczéma, les brdlures et beaucoup 
de maladies cutanées (6), constatons que son activité antitubercu- 
leuse se trouve concentrée dans sa fraction insaponifiable, fraction dont 
l’activité ne semble pas influencée par la présence de sérum A la maniére 
de sa fraction acide dont l’activité en ce milieu au sérum est relati- 
vement faible. Enfin, il est 4 noter qu’en ce qui concerne le distillat 
d’huile de foie de morue, nous avons obtenu des résultats analogu2s 
en opérant en milieu de Dubos. 


Discussion. — L’introduction de quantités relativement faibles de 
sérum dans le milieu de Sauton modifie considérablement le compor- 
tement et trés vraisemblablement le métabolisme du bacille tuber- 
culeux. Quand on ensemence le milieu de Sauton normal avec de 
grandes quantités de bacilles en suspension dans l’eau, ces germes se 
développent trés mal en profondeur et ont tendance & remonter 4 ia 
surface et a se développer en voile. Par contre, sous l’influence du 
sérum, le bacille de Koch pousse en profondeur et ne présente plus 
aucune tendance 4 remonter a la surface. On peut donc conclure que 
sous l’influence du sérum le bacille devient moins aérobie, moins 
avide d’oxygéne. 

D’autre part, d’aprés Dubos et Davis (7), la glycérine a une action 
nuisible sur le développement du bacille de Koch en profondeur, alors 
que d’aprés Youmans (8) cette substance a une action stimulante. Or 
il ressort de nos expériences qu’en présence de sérum le bacille tuber- 
culeux pousse aussi bien en présence qu’en l’absence de glycérine. II 
n’a plus besoin de cette substance comme il n’a plus besoin de beau- 
coup d’oxygéne. Ses besoins énergétiques ou respiratoires se trouvent 
satisfaits autrement et l’action du sérum sur le développement du 
bacille tuberculeux ne parait pas pouvoir se résumer uniquement en 
une simple action de neutralisation de substances nocives contenues 
dans le milieu de culture ainsi que l’admettent, depuis Dubos, les 
auteurs anglo-saxons. 

Au point de vue de l’utilisation pratique du milieu de Sauton addi- 
tionné de sérum aux titrages des antibiotiques antituberculeux, notons 


(3) Youmans et coll., J. Bact., 1947, 54, 409. 

(4) J. Sorommks, Ces Annales, 1948, 74, 331. 

(5) J. Sotommés, C. R. Soc. Biol., 1948, 142, 769. 

(6) J. Sorommis, Ces Annales, 1948, 75, 392 et La France Méd., 1948, II, 
n° 7, 6. — J. Casper, Soc. de Médecine de Paris, séance du 22 janvier 1949. 

(7) Dusos et Davis, J. exp. Med., 1946, 83, 409. 

(8) Youmans, J. Bact., 1948, 56, 235. 
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que ce milieu est beaucoup plus simple et d’un prix de revient beau- 
coup moins élevé que celui de Dubos. En effet, il n’entre dans sa 
constitution ni la fraction V des protéines bovines, ni le Tween 80, 
dont de récents travaux ont montré qu'il n’est pas sans action sur les 
divers antibiotiques titrés en milieu de Dubos (9). Enfin, il n’est pas 
nécessaire de faire des suspensions bacillaires trés fines pour obtenir 
un développement bacillaire, comme dans le procédé de Youmans (2). 
La finesse de la suspension bacillaire ne semble influer que trés peu 
sur le développement du _ bacille tuberculeux en milieu de Sauton 
additionné de sérum. 

Conclusions ; Sous lVinfluence de concentrations relativement faibles 
de sérum (1/30), le bacille tuberculeux se développe en culture 
submergée dans le milieu de Sauton, dans des délais raisonnablement 
courts (& partir du sixiéme jour quand on ensemence avec 0,01 mg. de 
bacilles). Ce développement peut se faire en présence ou en l’absence 
de gelycérine. 

Le milieu de Sauton additionné de 1/150 de la fraction V des pro- 
téines bovines de Dubos reste toujours un trés bon milieu de culture 
en profondeur pour le bacille tuberculeux. 

Le milieu de Sauton additionné de 1/30 de sérum de cheval a servi 
au titrage de certains antibiotiques antituberculeux, tels que le para- 
aminosalicylate de sodium, le salicylate de sodium, le distillat d’huile 
de ricin, le distillat d’huile de foie de morue et ses fractions acide et 
insaponifiable. On obtient ainsi des résultats constants et superpo- 
sables & ceux qu’on obtient en milieu de Dubos ou de Youmans. 


(Institut Pasteur, Laboratoires de Recherches sur la Tuberculose.) 


MICROMANIPULATION EN FLUORESCENCE 
APPLICATION 
A L’'ETUDE DE LA VARIATION DE LA FLUORESCENCE 
AVEC L’AGE DES BACTERIES 


par Y. T. TCHAN et J. AUGIER. 


Une suspension de micro-organismes dans un milieu liquide quel- 
conque additionné d’une quantité adéquate de fluorochrome, absorbe 
ce colorant avec une intensité qui varie d’un individu A Vautre pour 
tn méme champ microscopique. Ce fait a déja été décrit 
S. Strugger et P. Hilbrich (1) et J.-C. Levaditi et J. Augier (2). 

Il est évidemment trés intéressant de pouvoir isoler au micromani- 
pulateur les micro-organismes suivant leur comportement en présence 


par 


(9) A. Youmans et G. Youmans, J. Bact., 1948, 56, 245. 


an Struccer et P. Hirsricu, Deutsch, tierdrzil, Wochenschr., 14 mars 
Yaee Leh. 


(2) J.-C. Levanitr, P. Leépine et J. Augier, Ces Annales, 1949, 76, 194. 
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du fluorochrome. Cette différence est en liaison avec son état physico- 
chimique. Elle est donc 4 méme de renseigner sur son état physiolo- 
gique de méme que sur son organisation cytologique. 

Pour réaliser cette étude, il faut d’abord mettre au point une tech- 
nique de micromanipulation en fluorescence. Cette idée a déja été 
suggérée par Strugger (3) qui n’a donné aucun détail technique. 

En effet, pour obtenir le maximum de fluorescence, il faut que le 
foyer du condenseur se trouve juste sur la préparation. Cela revient 
a dire qu’on ne dispose que de 1,5 mm. 4 2 mm. d’espace libre entre 
la platine et la lamelle ot se trouve la suspension de micro-organismes. 
Cet espace quoique trés faible permet tout de méme d’opérer si l’on 
prend certaines précautions. 

Une deuxiéme difficulté est constituée par la non-fluorescence des 
micro-instruments et |’insuffisance de luminosité du milieu de culture 
malgré la présence du fluorochrome ajouté pour colorer Jes germes. 

Voici les détails que nous avons adoptés aprés plusieurs essais. 

1° Fabrication d’une chanibre @ huile spéciale. — Tailler une lame 
mince de mica blanc de 5 cm. sur 3,5 cm. Coller sur l’une des faces 
deux lames de verre de 2,5 cm. sur 0,5 cm., épaisses de 2 mm., 
distantes l’une de l’autre de 2 cm. 

2° Préparation du milieu. — Ajouter 0,1 cm* d’orangé d’acridine a 
2 p. 1.000 et 0,1 cm®* de fluorescéine 4 0,5 p. 1.000, & 10 cm? de la 
culture étudiée. Ce milieu est assez fluorescent pour permettre de 
distinguer les bords des gouttelettes et il n’est pas trop lumineux pour 
masquer la fluorescence secondaire des germes. 

3° Mise en place de la préparation et réglage de l’éclairage. — Mettre 
une goutte du milieu ci-dessus sur une lamelle. Renverser cette lamelle 
sur la chambre a huile conformément a la technique classique de 
Comandon et de Fonbrune (4). Il est indispensable de mettre une goutte 
d’huile de vaseline entre le condensateur et la chambre pour assurer une 
bonne continuité optique. I] ne faut pas employer l’huile de cédre qui est 
fluorescente. 

Mettre au point en lumiére blanche pour ne pas risquer de briser la 
chambre a4 huile. 

Passer en fluorescence en utilisant les écrans décrits par l’un de 
nous (5). Régler le faisceau de facon a obtenir le maximum de fluores- 
cence. Il doit étre légérement convergent. Rappelons qu/’il faut se servir 
d’un condenseur a grande ouverture et d’une lampe 6 V. a 5 V. 4 fila- 
ment boudiné (type Nachet). 

Pour rendre fluorescent les micro-instruments, il faut les tremper 
dans une solution de fluorescéine de méme concentration que le milieu 
indiqué ci-dessus. 

Avec ces quelques précautions, on peut manipuler comme de coutume. 

Application. — Nous avons appliqué cette technique pour contrdler 
Vinterprétation que Strugger et Hilbrich (1) ont donné pour expliquer 
le fait que dans une culture, certaines bactéries sont colorées en vert 
et d’autres en orange par ]’orangé d’acridine. Ces auteurs pensent que 


(3) S. Srruccer, Canada J. Res., 1948, 26, 188. 

(4) P. pe Fonsrune, Micromanipulateur pneumatique et microforge, 1937, 
éditeur : Société industrielle dimprimerie, Levallois-Perret. 

(5) J. Aucrer et R.-O. Prupwomme, Ces Annales, 1948)" 755223. 
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les bactéries vertes sont vivantes tandis que les bactéries oranges sont 
mortes. La différence de teinte est due A une différence d’absorption 
du fluorochrome, les bactéries oranges étant celles qui en absorbent !e 
plus. 

Si cette affirmation est exacte, les bacltéries vertes doivent pouvoir 
se multiplier, tandis que les bactéries oranges doivent se montrer 
stériles. 

Nous sommes partis d’une culture de colibacilles agée de quinze 
heures. Il n’y a pas de germes oranges. Nous avons choisi ce germe 
parce que sa culture a partir d’une seule cellule est certaine. Nous 
avons fait une vingtaine de cultures monocellulaires. Toutes ont été 
positives. 

Si l’on part d’une culture de trois jours, on constate qu’il y a trois 
sortes de germes: les uns vert brillant, les autres orangés, et des 
formes intermédiaires que nous considérons comme jaunes, 

Sur 25 cultures monocellulaires de germes verts il y a 2 échecs. 

Sur 25 cultures monocellulaires de germes jaunes il y a 8 échecs. 

Sur 25 cultures monocellulaires de germes oranges il y a 22 échecs. 

La difficulté d’appréciation des couleurs peut conduire l’expérimen- 
tateur 4 classer les formes « jaunes » dans les formes dites « vertes » ou 
dans les formes dites « oranges », ce qui ne manquerait pas de modifier 
les résultats ci-dessus. 


Conciusion. — De toute fagon, d’un point de vue statistique, il est 
certain qu’on peut admettre que les bactéries franchement vertes sont 
vivantes et les bactéries franchement oranges sont mortes si l’on ne 
considére que leur pouvoir de multiplication. La question reste ouverte 
pour les formes intermédiaires au sujet desquelles il serait imprudent 
de conclure. 

La couleur de fluorescence ne donne donc qu’une indication appro- 
chée mais cependant valable sur le plan statistique. 


\ 


LA CULTURE DES LEGUMINEUSES 
ET LA FORMATION DE NITRATES DANS LE SOL 


par O, VERONA. 


Des recherches anciennes ont montré une formation de nitrates plus 
intense dans le sol cultivé avec des Légumineuses qu’avec d’autres 
plantes (1), d’ot: l’action favorable de celles-ci sur les Graminées, Cepen- 
dant des résultats discordants (2) nous ont incité & reprendre ce 
probléme. 


(1) Tackr, Zentralbl, Bakt. 11, 1910, 26. — Lipman, J. Agr. Sci., 1910, 3; 
Agr. exp. Sta. Bul., 1912, 253. Lyon et Bizzer, Agr. exp. Sta. Bul., 1911, 
294. — Pitz, Zentralbl. Bakt. I], 1913, 37. — Ew Ans, J. Am, Soe, Agr. 1916, 
- Waxsmann, Soil Sci., 1916. Big 
—— Waksmann, Soil Scei., 1916. 

(2) WestGare et Oaxtey, J. Am. Soe. Agr., 1914. — Wricut, J. Am. Soe. 
Agr, 1919. 
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Un terrain (sol de constitution moyenne, non acide, assez pauvre eu 
carbonate et en matiéres organiques) a été cultivé, partie en feves, partie 
en blé. Nous y avons dosé a intervalles réguliers les nitrates et avons 
recherché les germes nitrifiants dans la rhizosphére des plantes. (Dosage 
des nitrates par la méthode de Spurway (3) ; recherche des ferments 
nitreux et nitriques par la méthode de Winogradsky.) 

Pour le premier stade de développement des plantes nous n’avons pas 
pu mettre en évidence de différences sensibles entre le lot A féves et le 
lot & blé. Mais par la suite les nitrates et ferments nitrifiants furent 
trouvés plus abondants dans le lot a féves. 

L’action favorable de la culture des Légumineuses sur la formation 
des nitrates est done confirmée. Elle est en rapport avec la prolifération 
des ferments nitrifiants dans la rhizosphére de ces plantes. Cette proli- 
fération est elle-méme corrélative du dégagement d’ammoniaque par 
Bact. radicicola (Rhizobium leguminosarum). Le dégagement d’ammo- 
niaque est donc le phénomeme initial et déterminant. Mais la dispersion 
physique de l’ammoniaque dans le sol et sa réutilisation, en particulier 
par les oligonitrophiles (4), peuvent interférer avec son oxydation nitrique 
et rendre ainsi irréguliers les phénoménes que nous avons observés, 
ce qui explique les résultats négatifs de certains auteurs. 


Unstitut de Microbiologie Agricole de l'Université de Florence, Italie.) 


SURVIE DES BACILLES DE KOCH 
APRES ACTION DE STREPTOMYCINE A FORTE 
CONCENTRATION /W V/TRO 


par F. TISON. 


L. Sula (1) a montré que les colonies de bacilles tuberculeux vivants 
avaient la propriété de noircir en quelques heures au contact d’une 
solution de tellurite de potassium a 1/1.000. 

Les bacilles tués par les acides phénoliques (2), par le vieillissement (1), 
par le formol ou par le chauffage modéré, ne présentent plus cette 
propriété. 

Nous avons cru pouvoir utiliser ce phénmoméne pour étudier rapi- 
dement la streptomycinorésistance. Nous pensions en effet que les 
colonies de bacilles mis en contact avec des doses actives de l’antibio- 
tique perdraient la propriété de noircir au contact du tellurite. 

En fait l’expérience montre que méme un contact prolongé avec une 
solution de streptomycine 4 1.000 +, par centimetre cube, s’il inhibe 
complétement la culture du Mycobacterium, n’empéche en rien Je phéno- 
mene vital du noircissement du tellurite. 


(3) Spurway, Agr. exp. Sta. Bul., 1938, 132. 

(4) Kaurmann, Pocuon et Tcnan, Ces Annales, 1948, 1D,) 83: 
(1) L. Sura, Am. Rev. Tub., 1947, 56, 241. 

(2) Kurt, Ces Annales, 1948, 75, 272. 
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Cela vient confirmer les intéressantes constatations de Courmont, 
Gardére, et Denies (3) qui ont observé que les cultures peuvent se déve- 
lopper aprés un arrét de trente ou cinquante jours dans les tubes ayant 
recu de la streptomycine. 

Les procédés courants de mesure de streptomycinosensibilité indi- 
quent la dose bactériostatique in vitro, et non la dose bactéricide. 


(Centre Sanatorial de Passy.) 


UNE GELOSE 
EXTRAITE D'ALGUES MARINES ESPAGNOLES 


par Francisco CABRERO-GOMEZ. 


Depuis l’époque ott Koch fit connailtre la gélose et Vintroduisit dans 
la technique bactériologique courante, ce produit n’a cessé de recevoir 
des applications constantes et de plus en plus larges. La_ gélose, 
employée en Europe, était & peu pres exclusivement importée du 
Japon. Pendant la guerre de 1914-1918, un certain nombre de pays 
cherchérent sur la céte des algues productrices d’agar-agar, et en par- 
ticulier les Etats-Unis mirent sur pied une industrie de la gélose sur 
le littoral californien. Le rendement de cette industrie était malheu- 
reusement insuffisant et couvrait 4 peine les besoins des laboratoires 
américains. 

Pendant la derniére guerre mondiale, on tenta de trouver en Europe 
des substances de remplacement de la gélose: alcools polyviniques 
(Schutz), acide silicique (Winogradsky, Hetche, Monch, Holborn, etc.), 
pectines de sources diverses (Mehlitz, Wohfell, Funck, Schbeider, etc., 
Duseau, Galloway, Robler), cellulose, papier cellophane ou hydrate de 
cellulose, tourbe, gomme adraganthe, mucilages de mauvisque, lichen 
d'Islande, amidon de mais et de pomme de terre (Zimmermann). 
D’autres auteurs ont fait des efforts pour obtenir des extraits d’algues 
(fucus et laminaires). 

En Italie, Pesenti extrait d’une algue une substance semblable 4 
l’agar-agar japonais, mais le rendement est si faible qu’on ne peut 
lindustrialiser. 

Walker et Day, Orr et Marshall utilisent une variété d’algues rouges 
(genre Condrus) et trouvent une substance qui donne des gelées 
lorsqu’on y ajoute des sels divers. 

Depuis l’année 1940, nous avons étudié la flore marine du littoral 
espagnol en cherchant des algues du genre Gellidium dans les endroits 
ot: le climat et les conditions océanographiques étaient semblables 4 
ceux du Japon. Sur les cdtes occidentales d’Espagne, baignées par un 
courant tiéde, on trouve des algues en quantités suffisantes pour une 
exploitation industrielle sans qu’on ait besoin de les cultiver artifi- 
ciellement. 


(3) P. Counmoxt, Ganverr et Denes, C. R. Soe. Biol., 1948, 442, 1414 
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L’algue que nous avons choisie a été classée comme Gellidium cor- 
neum Lamour, et peut donner jusqu’d 40 p. 100 d’agar. Pour extraire 
Vagar de ces algues, nous les faisons bouillir aprés avoir essayé l’action 
de la vapeur sous pression, d’effet plus rapide mais donnant un agar 
de qualité inférieure, qui provoque une hydrolyse des groupes « galac- 
tose ». L’extraction sans pression, méme si elle se prolonge, donne 
un agar de la meilleure qualité. Par filtration, on obtient un liquide 
épais qui, en refroidissant dans les moules, forme une gelée trés dure 
que l’on purifie par congélation 4 10° C. Laction du froid aide & la 
dessiccation qui se fait au soleil pendant 1’été, ou dans des chambres 
a air condtionné en hiver. On broie ensuite dans un moulin les lames 
et fibres pour obtenir une poudre qui peut étre utilisée. 

Voici les caractéristiques chimiques de la gélose espagnole : 


Hydrates.ce Parbona..> ivt ceo a) apps ie ss ect 75 op. 400 
PROLCIN CS Rae opted Sees tas eee Re oe ene ee let 3 — 
GelGlosegenitey a kts: loon ee eee cae aes eee: WAM ae 0,30 — 
Gommes saan s.2 We Aah ton ee cs Heres alisres es, 2525 == 
Bra Ue eee WR a coo uel bet Voile Rare sx. othe neohome age 9 — 
Gondrestiat carci Smcreaesa > oe to) tin Me eee eeS eRe 5,50 — 


Depuis l’année 1940 nous employons cette gélose en bactériologie, 
aussi bien dans la préparation des milieux de culture pour l’isolement 
des bactéries, que dans la production en masse pour Ja préparation 
des vaccins microbiens, etc. Les bactéries pigmentées, telles que pyo- 
cyanique et staphylocoque, produisent normalement leur pigment. 

Les milieux préparés avec cette gélose et auxquels on incorpore des 
indicateurs colorés donnent des réactions normales. Dans les milieux 
de culture pour les champignons dont le pH est trés bas, l’agar espa- 
gnol donne une bonne gelée, ne précipitant pas, ne ramollissant pas, 
et sa surface a la méme solidité que si le milieu était neutre. 

Dans le titrage des produits antibiotiques ot la qualité de la gélose 
a tant d’importance, l’agar espagnol a donné de magnifiques résultats. 
Urgoiti et Urioste le considérent comme supérieur a4 l’agar japonais. 

Nos résultats ont été présentés 4 la Société Espagnole de Microbio- 
logie, en 1948, et ils ont été l’objet de nombreuses autres publications. 
Beaucoup de bactériologistes espagnols emploient normalement cette 
gélose, dont la production industrielle est parfaitement au point. 
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Les communications suivantes paraissent ou paraitront en Mémoire 
dans les Annales de l'Institut Pasteur. 


Technique d’identification rapide des Entérobactériacées, par 
F. Rotanp et M'e D. Bourson. 


La phagorésistance des colonies secondaires est-elle toujours 
due a une mutation spontanée ? Cas du bactériophage sta- 
phylococcique Twort, par P. Nicortn et G. Concer. 


Antibiotiques et lyse bactériophagique. I. — Protection, vis- 
a-vis d’un bactériophage, des colonies qui se développent 
a la périphérie de la zone d’action de la streptomycine (Sta- 
phylococcus albus Twort et St. aureus S3K), par E. Epuincen. 


Calculateur circulaire pour l’évaluation du nombre de jours 
séparant deux dates, par J.-C. Levapin, P. Liprme et L. Remmi. 


Action de la streptomycine sur le tissu nerveux en culture, 
par G, Barsxr et J. Maurin. 


Recherches sur la formation d’acétoine aux dépens de l’acide 
pyruvique et ]’éthanal par Bacillus subtilis, par M. Lemoienr, 
M. Hooreman et M™° M. Croson. 


Formes hyperactives hydrolabiles du para-aminosalicylate de 
sodium et substances protectrices de ces formes, par J. Soxo- 
mipgs et E. Bour ann. 
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